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AVALIAGAO DO SILENCIAMENTO GENICO EM PLANTAS UTILIZANDO

ESTRATEGIAS BASEADAS EM dsRNAs"

Autora: Sandra Maria de Souza
Orientador: Marcelo Gravina de Moraes

RESUMO

O silenciamento génico tem sido utilizado extensivamente para
facilitar a investigagao de eventos da biologia vegetal. Ele pode ser induzido de
diferentes modos, sendo que o passo chave para sua ocorréncia € a presenga
de RNA fita dupla (dsRNA). A fim de avaliar um método rapido de obtencao de
silenciamento para analise funcional em larga escala, foi inoculado dsRNA ou
siRNA diretamente em folhas de plantas de arroz e de Nicotiana benthamiana.
Os dsRNAs de sequéncias do gene pds e do gene codificante da ferritina foram
obtidos através da sintese in vivo e in vitro e o siRNA de PDS de arroz,
derivado somente de sintese in vitro. O gene pds codifica a enzima fitoeno
desaturase (PDS), uma enzima chave na biossintese de carotendides, que
protege a clorofila das plantas contra o foto-branqueamento. O silenciamento
deste gene mostra um fenétipo visivel, claramente demonstrado através do uso
de um inibidor quimico da sintese desta enzima. No presente estudo, plantas
de arroz e de N. benthamiana inoculadas com dsRNAs derivados do gene pds
nao apresentaram mudancas fenotipicas. Para avaliacdo de um outro método
foi adaptado um vetor de silenciamento estavel, no qual foram inseridos
fragmentos de cDNA nas orientagdes senso e antisenso do gene de ferritina de
arroz. O papel da ferritina, segundo experimentacéo in vitro, pode estar ligada a
tolerancia de certos cultivares de arroz as altas concentragcdes de ferro. O
aprimoramento das metodologias de silenciamento e de transformagao podera
resultar em uma ferramenta mais util para a analise funcional em larga escala
de genes de arroz.

Dissertagdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre (p.78) — Margo, 2006.
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EVALUATION OF GENE SILENCING IN PLANTS BY STRATEGIES BASED
ON dsRNAs'

Author: Sandra Maria de Souza
Adviser: Marcelo Gravina de Moraes

ABSTRACT

Gene silencing has been used extensively to facilitate the
investigation of different events in plant biology. It can be induced through
different ways. The key step for its occurrence is the presence of double strand
RNA (dsRNA). In order to evaluate a fast method to obtain silencing for
functional analysis in a wide scale, either dsRNAs or siRNAs were directly
inoculated in the leaves of rice and N. benthamiana plants. The dsRNAs the
sequences of the pds gene and of the coding region of the ferritin gene were
obtained through in vivo or in vitro synthesis, the siRNA PDS of rice were
derived from synthesis in vitro. The pds gene codifies for the enzyme phytoene
desaturase (PDS), a key enzyme in the biosynthesis of carotenoids, which
protects the clorophil from the plants against photo-bleaching. The silencing of
this gene shows a visible phenotype, clearly demonstrated through a chemical
inhibition of PDS synthesis. However, no phenotypical changes were observed
in either rice or N. benthamiana plants inoculated with dsRNA of the pds gene.
In the present study, it was also adapted a vector for stable transformation, in
which were inserted cDNA fragments of both, sense and antisense, orientations
of the rice ferritin gene. In vitro experiments show that ferritin could be
connected to the tolerance to high concentrations of iron of certain cultivars of
rice. The improvement of silencing and transformation methodologies could
result in a more useful tool for the functional analysis of rice genes in a wide
scale.

'Master of Science dissertation in Agronomy Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (p.78) —
March, 2006.
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1 INTRODUGAO

Um grande desafio da era pds-genémica da biologia vegetal tem
sido conhecer as fungdes de todos os genes de uma determinada planta. A
sequéncia genbmica proporciona grande riqueza de informagdes na predigéo
de produtos génicos. Entretanto, a fungdo da maioria destes genes permanece
desconhecida, como é o caso do arroz (Goff et al., 2002). Deste modo, o
sequenciamento do genoma do arroz ainda fornece pouca informagdo ao
melhoramento genético da cultura.

E importante ressaltar que o arroz é uma das principais fontes de
alimento da populagao brasileira, isto confere a cultura uma grande importancia
econdbmica. A garantia de um suprimento adequado de arroz para a
alimentagcdo no Brasil € ameagada por diversos obstaculos, entre eles as
perdas causadas por estresses biodticos e abidticos

Para eliminar ou minimizar o problema pode-se fazer uso de
técnicas modernas de biologia molecular que vém contribuindo decisivamente
para acelerar o processo de melhoramento de cultivares através da
transformacao genética com genes de interesse agronémico.

Os estudos de genémica funcional, que visam determinar a fungao
de genes através de analises in vivo por genética direta e ou reversa, fornecem

importantes informagdes sobre as possiveis participagbes de genes em



processos biolégicos. Estes métodos serdo responsaveis pela transformagao
dos dados obtidos a partir do sequenciamento, em informagéo para uso no
melhoramento genético.

Diversas técnicas tém sido empregadas na analise funcional de
genes. As mais utilizadas sdo aquelas que empregam elementos genéticos
moveis como transposons e retrotransposons (Waterhouse e Helliwell, 2002).
Embora essas possam relacionar a mutagao obtida em um determinado gene a
um fendtipo, necessitam de um longo processo de geracado de populagdes, e
numerosas plantas para selegcéo. Ja o silenciamento génico, além de permitir o
direcionamento da supressao do gene alvo, ndo implica necessariamente no
uso de plantas transgénicas, o que normalmente também envolve um processo
demorado e de baixa eficiéncia. Por fim, o silenciamento permite a supressao
de um unico membro ou de toda uma familia génica, permitindo a
determinacao da fungao do gene na planta mesmo no caso de redundancia de
funcbes. Portanto, o silenciamento pode ser caracterizado como uma
ferramenta eficiente e rapida podendo ser empregada em analise de larga
escala.

Neste sentido o objetivo deste trabalho é avaliar diferentes
estratégias para obtencdo de silenciamento génico em plantas de arroz e

Nicotiana benthamiana.



CAPITULO |

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura do arroz

O arroz (Oryza sativa L.) é originario da India, sendo hoje cultivado
em paises de clima subtropical e tropical. E uma angiosperma
monocotileddnea da familia Poaceae, subfamilia Oryzoideae (Castro et al.,
1999). O género Oryza inclui muitas espécies distribuidas em todos os
continentes, as quais abrigam uma grande variedade de habitos e formas.

O arroz representa uma das espécies cultivadas mais importantes para a
humanidade, alimentando aproximadamente metade da populacdo mundial
(Maclean et al., 2002). Na América Latina e no Caribe, o arroz é a fonte mais
importante de calorias e proteinas para a populagdo (Roca et al., 1996),
fornece 20% de energia e 15% das proteinas necessarias ao homem
(Azambuija et al., 2004).

O arroz ocupa, entre os cereais, 0 terceiro maior volume de producao
mundial, e o segundo lugar para consumo humano, perdendo apenas para o
trigo (Lopes, 2005). A Asia ocupa a primeira posicdo em produgdo e consumo

mundiais; a América do Sul, a segunda em produgao e a terceira em consumo.



O Brasil € o0 nono produtor mundial de arroz (Azambuja et al., 2004). O Rio
Grande do Sul (RS) é o maior produtor do Brasil, correspondendo a mais da
metade da producgao nacional (IBGE, 2005), com uma producao de 6 milhdes
de toneladas na safra 2003/04 (IRGA, 2005).

A produtividade da cultura do arroz no RS tem crescido continuamente ao
longo dos anos. O marco significativo deste aumento ocorreu a partir do inicio
da década de 80, com o desenvolvimento da pesquisa, e a consequente oferta
aos agricultores dos cultivares de porte baixo e de altos rendimentos (Carmona
et al., 1994). Entretanto, alguns obstaculos para a manutencao da estabilidade
desta producédo reside na suscetibilidade dos cultivares atualmente em uso a
estresses bidticos e abidticos

Essas caracteristicas podem ser alcancadas por meio do
melhoramento genético de plantas, sendo assim essencial a identificacdo de

genes e a compreensao de suas fungdes (Tyagi, et al., 2004).

2.2 Gendmica estrutural

Diversas ferramentas sao utilizadas na genbmica estrutural,
incluindo grande numero de cDNAs completos, sequéncias alvos expressas
(ESTs), microarranjos de CcDNAS, linhas mutagenizadas, marcadores
moleculares e mapas fisicos e genéticos (Yazaki et al., 2000; Wu et al, 2002).
Aproximadamente 300.000 ESTs precederam o sequenciamento do genoma
do arroz fornecendo um perfil quantitativo dos niveis de expressao em tecidos
especificos (Xu et al, 2005). Além disso, 0 arroz possui 0 menor genoma entre

0os cereais, com um tamanho estimado de 430 Mb, quando comparado ao



tamanho de genomas significativamente maiores como o de sorgo (750
Mb), milho (3.000 Mb), cevada (5.000 Mb) e trigo (16.000 Mb). Essas
informagdes, juntamente com sua importdncia como uma das principais
espécies cultivadas, fazem do arroz uma excelente planta modelo para a
genbmica (Izawa & Shimamoto, 1996; Tyagi et al., 2003).

No sequienciamento do arroz foram utilizados quatro genomas, trés
referentes ao cultivar Nipponbare do grupo japonica (Goff et al., 2002) e um da
variedade 93-11, do grupo indica (Yu et al., 2002). A disponibilidade da
sequéncia genbmica de dois grupos de arroz fornece um amplo recurso para
os estudos de evolugao e adaptagao (Rensink & Buell, 2004). Claramente, as
duas subespécies sdo altamente conservadas (Feng et al.,, 2002, Yu et al.,
2002) mesmo que sejam adaptadas a climas distintos, (Rensink & Buell, 2004).
Estima-se que o arroz apresenta aproximadamente 50.000 genes codificantes
de proteinas (Goff et al., 2002; Yu et al., 2002). Os esforgcos empregados para
a descoberta das sequéncias dos genes e das regides intergénicas do genoma
do arroz, proporcionardao o entendimento da expressao génica, replicagao do
DNA, organizagdo dos cromossomos, recombinagdo, especializacao e
evolugao (Khush & Brar, 2000).

Outro fator que favorece o emprego do arroz como espécie modelo
inclui o fato de que ele pode ser transformado via Agrobacterium tumefaciens
ou bombardeamento de particulas, tornando-o um facil alvo de manipulagdes
(Tyagi & Mohanty, 2000). Além disso, o alto grau de sintenia entre os genomas
de cereais, faz do arroz um organismo modelo ideal para estudos de fisiologia,

biologia molecular, genética, evolugao e genémica da familia das gramineas



(Rensink & Buell, 2004). A relagao sinténica entre os genomas podera ser
utilizada para o mapeamento de genomas maiores tendo-se o do arroz como

modelo (Schimidt, 2000, 2002).

2.3 Gendémica funcional

Para compreensao da grande quantidade de dados acumulados em
razao dos projetos de seqlienciamento, assim como a compreensao da fungao
de uma célula em nivel global, é necessaria uma metodologia de analise em
larga escala (Tyagi et al., 2004). Hieter & Boguski (1997), descreveram o termo
genbmica funcional como “o desenvolvimento e aplicagdo de técnicas
experimentais em escala genémica para inferir a fungcdo génica, utilizando
informacgdes oriundas da genémica estrutural”.

Muitas metodologias tém sido desenvolvidas para explorar a
provavel funcdo de genes assim como para monitorar sua expressiao em
relacdo a outros genes. Podem ser citadas, por exemplo, a bioinformatica
(Meagher, 2002), metodologias in vitro de analise de mRNA, como técnicas de
expressao diferencial e microarranjos de cDNAS, e clonagem baseada em
mapas, a qual consiste na analise genética de mutantes e variagdes nas
caracteristicas genéticas que ocorrem naturalmente (Lukowitz et al., 2000).
Outra metodologia, envolve a utilizagdo de mutagénese por insergdo de T-DNA
ou transposons, além de mutagdes derivadas de tratamento quimico ou fisico
(Chen et al., 2003). No entanto, essas técnicas de mutacdo normalmente

envolvem um processo longo e trabalhoso, devido o numero elevado de



plantas que devem ser mutadas para selecionar o fendtipo desejado
(Waterhouse e Helliwell, 2002).

No caso de organismos previamente sequenciados, como o arroz e
Arabidopsis thaliana, as técnicas de analise por genética reversa sao as
estratégias mais simples e diretas para a identificacdo da funcdo de um
determinado gene (Rensink & Buell, 2004). Uma destas técnicas consiste no
silenciamento génico péds-transcricdo (PTGS), com o qual € possivel o
direcionamento da supressdo do gene alvo, sendo uma ferramenta eficiente,

rapida e especifica na detecgao da fungéo génica (Tyagi et al., 2004).

2.4 Silenciamento

Silenciamento em nivel de mRNA é um mecanismo regulatério que
limita os niveis de transcritos pela ativacdo de um processo de degradacao
dependente de homologia entre sequéncias (Silenciamento génico pods-
transcrigdo, PTGS), (Hamilton et al., 2002).

As primeiras observacdes de PTGS, também chamado Interferéncia
por RNA (RNAI), foram descritas em plantas, as quais durante sua evolugao
desenvolveram complexos sistemas de regulagdo génica que conferem a
habilidade de distinguir genes enddégenos de outros (Agrawal et al., 2003).
Posteriormente, os fendmenos relacionados ao silenciamento génico foram
descritos em um grande numero de organismos eucariéticos, incluindo
protozoarios como: Trypanosoma brucei, Plasmodium falciparum, Toxoplasma
gondii (Al-Anouti et al., 2003; Cottrell & Doering, 2003; Malhotra et al., 2001),

invertebrados: Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster (Brooks &



Isaac, 2002; Hammond et al., 2000), vertebrados: Zebra fish, Xenopus
laevis, camundongos, humanos (Caplen et al., 2001; Chiu & Rana, 2002;
Nakano et al., 2000; Wargelius et al., 1999), fungos: Neurospora crassa,
Schizosaccharomyces pombe (Cogoni et al., 1994; Raponi & Arndt, 2003) e
algas: Chlamydomonas reinhardtii (Winston et al., 2002).

Estudos genéticos e bioquimicos indicam que os fendmenos
observados em diferentes espécies compartiham um mecanismo comum, e
que as enzimas envolvidas nesse processo exibem alta similaridade entre as
espécies (Stanislawska & Olszewski, 2005). Isso sugere uma origem evolutiva
antiga desse fendmeno, a partir de um ancestral comum entre fungos, plantas
e animais (Mello e Conte Jr, 2004). A conservagédo de tal mecanismo entre
eucariotos também revela a importancia dessa resposta adaptativa para esses
organismos, pois protege a area mais sensivel das espécies, seu codigo
genético (Stanislawska & Olszewski, 2005).

O silenciamento € um mecanismo que ocorre naturalmente como
uma forma de proteger os organismos contra infec¢des virais (Voinnet, 2001) e
elementos moéveis de DNA do préprio genoma (Ketting et al., 1999; Wu-Scharf
et al., 2000). Além disso, o silenciamento de genes atua no controle dos
programas de desenvolvimento de organismos eucariéticos (Agrawal et al.,
2003), como descrito por Palatnik et al. (2003) para o desenvolvimento foliar
em A. thaliana. Em uma analise de mutantes de A. thaliana, os autores
identificaram o locus JAW, o qual produz um miRNA que pode guiar a clivagem

do mRNA de diversos genes fpc controlando o desenvolvimento das folhas. A



clivagem do mRNA de TPC4 guiada por micro RNA de interferéncia
(miRNA) é necessaria para prevenir a atividade anormal do gene.

Baulcombe, em 2004, relatou a existéncia de diferentes vias de
silenciamento de mRNA. A primeira consiste no silenciamento citoplasmatico
pelos pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs). Esta via pode ser importante
em plantas infectadas por virus, nas quais a replicagdo viral produz
intermediarios de dsRNA ou um RNA fita simples com estrutura secundaria
formando fitas duplas. No caso de infecgcdes por virus de DNA, ocorre a
formacdo de dsRNA a partir do anelamento de transcritos com sequéncias
complementares. A segunda via consiste no silenciamento de mRNAs
endégenos, desencadeado por miRNAs. Os miRNAs regulam negativamente a
expressao génica pelo pareamento com mRNAs homélogos, resultando na
clivagem do mRNA ou na inibigdo da tradugao. A terceira via de silenciamento
em plantas esta associada com a metilacdo do DNA e a supressdo da
transcricdo, a qual pode ser guiada por siRNAs. A primeira evidéncia desse tipo
de silenciamento foi relatada em plantas, nas quais a metilacdo do DNA foi
guiada por RNA viral contra seqiéncias especificas de nucleotideos (Jones et
al, 2001). Recentemente, tem-se observado que além de direcionarem a
metilacdo de DNA em plantas, os siRNAs estdo ligados a modificagbes nas
histonas (Zilberman, 2003). Um importante papel do silenciamento em nivel de
cromatina é provavelmente a protegcdo do genoma contra danos causados por
transposons (Baulcombe, 2004).

Ao longo de sua evolugao, as plantas conservaram a capacidade de

realizar os trés tipos de silenciamento. No entanto, outros organismos podem
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ter perdido uma ou mais vias de silenciamento. Nos animais, por exemplo,
a unica via de silenciamento natural envolve miRNAs (Bartel, 2004).
Entretanto, as diversas vias de silenciamento de mRNA nao podem ser vistas
como totalmente independentes, pois algumas proteinas desempenham papéis

em mais de uma via.

241 Silenciamento induzido

O silenciamento foi observado pela primeira vez em plantas, quando
Napoli et al. (1990), tentavam super-expressar o gene codificante da chalcona
sintase, enzima envolvida na pigmentagao em petunias. No entanto, algumas
das plantas transformadas apresentaram perda na coloragcdo das flores.
Analises da acumulagcao de mRNA de chalcona sintase em petunias, revelaram
que o nivel de transcritos era baixo, mostrando ter havido perda na atividade
tanto do gene enddgeno quanto do transgene, motivo pelo qual o fenédmeno foi
denominado co-supressao (Lecellier & Voinnet, 2004).

Em 1998, Fire et al. verificaram que a aplicacao de dsRNA era capaz
de induzir um mecanismo de degradagcao de mRNA altamente especifico. Tal
processo foi denominado de RNAIi. Neste estudo, foi realizada a aplicacéo
direta de dsRNA em C. elegans por injegao, a fim de silenciar o gene unc-22, o
qual codifica uma proteina de miofilamentos, cujo silenciamento provoca
contracbes musculares.

O maior conhecimento sobre o mecanismo de silenciamento de
MRNA estimulou sua utilizagdo como uma ferramenta na genémica funcional.

Sua aplicacdo tem sido estudada extensivamente e aprimorada para facilitar a
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investigacao de diferentes fendbmenos na biologia vegetal (Baulcombe,
2002; Horiguchi, 2004). Muitos termos sdo usados para descrever o
silenciamento de mRNA, incluindo co-supressdo, RNAi, PTGS e supressao
senso (Baulcombe, 2002).

O estudo do mecanismo do PTGS tem revelado que o mesmo é
composto de trés etapas: iniciagdo, propagacdo e manutengdo. Segundo
Vaucheret et al. (2001), o inicio do PTGS exige a presenga de dsRNA, o qual
pode ser obtido por maneiras distintas. Uma dessas consiste na transformacéao
estavel utilizando vetores que expressam dsRNA com repeticdes invertidas,
formando um RNA em forma de grampo (hpRNA) (Miki & Shimamoto, 2004).
Outro modo consiste na introdugao de transgenes com promotores fortes, pois,
segundo Mello & Conte Jr. (2004), um alto nivel de expressédo do transgene
acarreta defeitos no processamento do mRNA, como por exemplo, a falta da
cauda de poli-A. O silenciamento pode ainda ser desencadeado por meio de
vetores virais contendo um fragmento da sequéncia do gene de interesse
(Voinnet, 2001). Além desses métodos, Tenllado et al. (2003), utilizaram um
lisado bruto de bactérias que expressavam dsRNA para induzir o silenciamento

de virus em plantas de Nicotiana benthamiana.

242 Mecanismo de silenciamento

A etapa chave para a ocorréncia de silenciamento é a formacgao de
um dsRNA, o qual pode ser sintetizado intracelularmente, a partir de transcritos
anormais, ou codificado por RNA viral (Dalmay et al., 2000; Stanislawska &

Olszewski, 2005). Esse dsRNA é reconhecido como estranho ao organismo,
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ativando uma enzima denominada “Dicer” ou “semelhante a Dicer’ (DCL),
em plantas. Essas enzimas sao evolutivamente conservadas, sendo
encontradas em C. elegans, D. melanogaster, plantas e mamiferos
(Stanislawska & Olszewski, 2005). No entanto, pode haver variagdo quanto ao
numero dessas enzimas. Por exemplo, humanos e C. elegans apresentam
somente uma Dicer, ja A. thaliana e arroz possuem quatro enzimas “Dicer”
(DCL1 a DCL4), com diferentes fungbes (Lecellier & Voinnet, 2004; Wang &
Metzlaff, 2005). A DCL1 esta ligada a biogénese de miRNAs; a DCL3 produz
siRNAs de elementos transponiveis. Ja as fungcbes da DCL2 e da DCL4 nao
estdo claramente definidas (Baulcombe, 2004).

A enzima “Dicer” apresenta cinco dominios caracteristicos: um
dominio de helicase; um dominio PAZ, responsavel pelo reconhecimento dos
siRNAs; dois dominios de RNase Ill e um dominio de ligagcdo de dsRNA. Os
dsRNAs sao processados pela “Dicer” em pequenas moléculas de RNA de
interferéncia (siRNAs) de fita dupla com tamanho variando de 21 a 26
nucleotideos (Miki et al., 2005).

As plantas produzem duas classes de siRNAs: os curtos, formados
por 21 a 23 nucleotideos, ligados a clivagem do mRNA alvo pela RISC, e os
longos com 24 a 26 nucleotideos, ligados ao silenciamento sistémico (Hamilton
et al., 2002; Lecellier & Voinnet, 2004; Wang & Metzlaff, 2005). Essas
moléculas possuem extremidades 5’ fosforiladas e dois nucleotideos néo
pareados em suas extremidades 3 (Novina & Sharp, 2004). Segundo
Stanislawska & Olszewski (2005), essas caracteristicas sdo essenciais para a

atividade dessas moléculas, pois foi demonstrado que siRNAs que possuem as
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extremidades cegas se mostram ineficientes nas proximas etapas do
processo. Os siRNAs sao incorporados em um complexo protéico, o complexo
de silenciamento induzido por RNA (RISC), o qual deve ser convertido de uma
forma latente, contendo um siRNA fita dupla, para uma forma ativa pela
separacgao das fitas por uma helicase.

Em plantas, foi observada a ocorréncia de amplificagcdo e
deslocamento do sinal de silenciamento. Essa amplificagao permite que o sinal
de silenciamento seja disseminado para outros tecidos, efeito chamado de
supressao sistémica (Hannon, 2002).

Outras moléculas que podem atuar no silenciamento de genes sao
os miRNAs, os quais sao derivados de dsRNAs em forma de grampo (hpRNA).
Esses Ultimos sdo transcritos a partr do proprio genoma com
complementaridade parcial de sequéncia, cujo tamanho pode variar de 20 a 50
pares de base. Os hpRNAs sao processados pela enzima “Drosha” no nucleo,
formando os mMiRNAs, os quais sao posteriormente exportados para o
citoplasma, onde medeiam a repressao da tradugdo, podendo também guiar a

degradagao de mRNA (Meister & Tuschi, 2004).

2.4.3 Silenciamento sistémico

O silenciamento sistémico consiste na disseminacdo de um sinal
entre as células, sendo observado em nematoides e plantas. Esse processo
requer um grupo de enzimas denominado RNA polimerases dependentes de
RNA (RdRPs), as quais sao responsaveis pela geracao e amplificacdo de

sinais de silenciamento, mais especificamente, de siRNAs. Os siRNAs sao
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utilizados como oligonucleotideos iniciadores para geragédo de novos
dsRNAs pela RdRP, os quais podem subsequentemente servir de alvo para a
enzima “Dicer” e serem processados em novos siRNAs (Novina & Sharp, 2004;
Stanislawska & Olszewski, 2005).

Em plantas, a transmissdo do sinal ndo precisa atravessar muitas
membranas, pois as células sao conectadas por plasmodesmas. Segundo
Hamilton et al. (2002), o silenciamento sistémico esta relacionado com o
movimento de siRNAs pertencentes a classe de moléculas com 24
nucleotideos. Analises deste mecanismo em plantas transgénicas expressando
a proteina verde fluorescente (GFP), indicam que a sinalizagdo pode ocorrer a
curtas distancias (10 a 15 células) através dos plasmodesmas, ou a distancias
maiores através do sistema vascular (Stanislawska & Olszewski, 2005).

Vaucheret et al. (2001) verificaram a transmissao sistémica através
da localizagdo do PTGS do gene de nitrato redutase que ocorreu em tecidos
localizados acima do ponto de introducédo do vetor de silenciamento na planta,
sugerindo que existe a propagacédo do sinal. Os autores observaram que o
silenciamento foi transmitido célula a célula com 100% de eficiéncia em genes
com homologia de seqiéncias. O mesmo nao ocorreu em transgénicos com
sequéncias ndo homdélogas, o que indica que o sinal € transmitido de modo
especifico (Palauqui et al., 1997). Baulcombe (2002) obteve resultados
similares com PTGS em plantas transgénicas expressando GFP. Quando as
plantas transformadas foram silenciadas por infiltracdo de vetores virais
carregando fragmento de um gene, o silenciamento era inicialmente localizado,

manifestando-se somente em alguns tecidos que perdiam a coloracdo da
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proteina GFP, mas por fim tornou-se sistémico silenciando a proteina por
toda a planta.

Apesar dos siRNAs estarem ligados ao silenciamento sistémico, é
possivel que outros RNAs também atuem como moléculas de silenciamento,
incluindo longos RNA de fita simples (ssRNA) ou dsRNAs, pois qualquer um
desses RNAs pode iniciar o silenciamento quando introduzidos em células. O
plasmodesma pode limitar o tamanho das moléculas, podendo ser uma barreira
no movimento intercelular de complexos contendo RNA de grande massa
molecular, mas é possivel que RNAs livres ou complexos de RNAs de pequena

massa molecular possam trafegar entre as células (Baulcombe, 2004).

25 Metodologias utilizadas na indugao do PTGS

Os dois sistemas mais utilizados para indug¢ao do silenciamento em
plantas s&o o silenciamento génico induzido por virus (VIGS) em N.
benthamiana, e transgenes codificando hpRNAs em A. thaliana (Waterhouse &
Helliwell, 2002). Os métodos de transformacdo geralmente incluem A.
tumefaciens (Voinnet et al., 2000; Liu et al.,, 2002) e bombardeamento de

particulas (Miki & Shimamoto, 2004).

2.5.1 Silenciamento génico induzido por virus (VIGS)

Ha muito tempo, inoculagdes de linhagens virais atenuadas sao
usadas no controle de doencas virais em plantas. Esta forma de “vacinacao” é
chamada de protecéo cruzada, e indica que muitas infeccdes virais em plantas

evitam uma acumulagdo secundaria da linhagem viral similar aquela da
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infeccao viral primaria (Voinnet, 2001). Usando como modelo a infecgao
do virus X de batata (PVX), verificou-se que a protecdo cruzada ¢é
funcionalmente equivalente ao silenciamento de RNA tendo em vista a
conservagao dos mecanismos moleculares observados em ambos 0s casos
(Ratcliff et al.,1999).

Muitos virus de plantas tém genoma RNA fita simples. Seu RNA
genbmico é entdo replicado, sendo que o virus codifica sua propria RdRP,
resultando na formacao de intermediarios de dsRNA. Apds a replicacao viral, o
PTGS é acionado contra as sequéncias virais.

O silenciamento viral tem sido utilizado na analise funcional de
genes em plantas. Este método envolve a infecgdo de uma planta com o vetor
viral contendo um fragmento de sequéncia do gene do hospedeiro (Ruiz et al.,
1998). Geralmente, sao utilizados fragmentos de 300 a 800 pb da sequténcia do
gene alvo na construgcao dos vetores, porém existem relatos que indicam que
sequéncias de 23 a 60 nucleotideos podem ser efetivas (Waterhouse &
Helliwell, 2002). A planta que sofre infec¢gao apresenta o gene alvo silenciado e
o papel biolégico do mesmo indicado pelo fendtipo produzido. Desta forma, o
VIGS representa um método rapido para associar fungdes as sequéncias de
genes que ainda nao foram caracterizados.

Segundo Waterhouse & Helliwell (2002), o sistema VIGS é util em
plantas que sao dificeis de transformar e também para analises de genes em
larga escala, pois vetores virais podem ser aplicados por simples inoculagéo
por abrasivos. Entretanto, muitos virus utilizados para VIGS tém um numero

limitado de hospedeiros, e a compatibilidade virus-hospedeiro € um fator crucial
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para a eficiéncia do silenciamento. Uma outra limitagdo € o alto custo de
produgao dos vetores in vitro. Esse problema pode ser evitado pela utilizagao
de vetores virais em A. tumefaciens, a qual pode ser infiltrada em folhas por
injecao, em determinadas espécies (Waterhouse & Helliwell, 2002).

Burton et al. (2000), confirmaram a fungdo de um gene sintase
celulose de Nicotiana tabacum utilizando o virus PVX. Diversos virus, dentre
0s quais, TMV (Tobacco mosaic virus) (Kumagai et al., 1995), PVX (Potato
virus X) (Ruiz et al., 1998 e Dalmay et al., 2000) e TGMV (Tomato golden-
mosaic-virus) (Kjemtrup et al., 1998), TRV (Tobacco rattle virus) (Liu et al.
2002) foram desenvolvidos como vetores de VIGS. Voinnet (2001) apresenta

uma revisao de virus utilizados para o sistema VIGS em plantas.

25.2 Silenciamento génico nao-viral

Baseado no mecanismo de silenciamento viral, no qual ocorre a
formagdo de dsRNA, foram desenvolvidos diversos sistemas para silenciar
genes especificos com maior eficiéncia através de transformacgdo genética
(Wesley et al., 2001).

Para silenciar genes de interesse tém sido utilizadas construgdes
com sequéncias de DNA com repeticdes invertidas complementares com
capacidade de produzir dsRNA, através da formacao de transcritos com uma
estrutura de RNA na forma de grampo (hpRNA). Esse tipo de vetor pode ser
utilizado em transformacdes estaveis por A. tumefaciens (Waterhouse, 2001).
Uma sequéncia interveniente de DNA entre as sequéncias invertidas
complementares nao afeta a especificidade do silenciamento, podendo chegar

a 100% de silenciamneto do gene (Waterhouse, 2001).
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Um exemplo foi relatado em A. thaliana e Lycopersicon
esculentum (tomate). Tais plantas foram transformadas com uma construgéo
desenhada para gerar alta complementaridade aos transcritos iaaM e ipt,
oncogenes da agrobactéria, que provocam o crescimento da galha em plantas
infectadas, fazendo com que haja a formagdo de hpRNAs. As plantas
transgénicas retiveram a suscetibilidade para a transformagdo, mas foram
altamente refratarias a formacdo de tumores, devido a degradagcado dos
transcritos de iaaM e ipt da agrobactéria (Escobar et al., 2001).

Klahre et al. (2002), utilizaram o bombardeamento de particulas para
induzir silenciamento da proteina GFP em N. tabacum, através da introducdo
de siRNAs. O silenciamento foi detectado 3 a 4 dias apos o bombardeamento e
tornou-se sistémico 2 semanas apds a manifestacdo no tecido vascular. A
introducdo de siRNAs também é constantemente utilizada para indugao de
silenciamento em D. melanogaster e linhagens celulares humanas. O
bombardeamento de particulas também pode ser utilizado para introdugcédo de
moléculas maiores, como vetores que codificam dsRNAs (Miki & Shimamoto,
2004) ou hpRNAs (Azevedo et al, 2002).

Outro método desenvolvido por Tenllado et al. (2003) envolve o
emprego de um sistema de produgcédo de dsRNA in vivo, através da utilizagdo
de uma bactéria capaz de produzir grande quantidade de dsRNA, sem
degrada-lo. Os autores promoveram silenciamento dos virus Pepper mild
mottle virus (PMMoV) e Plum pox virus (PPV) em plantas de N. benthamiana
pela pulverizagcdo de lisados de bactérias que produziam dsRNAs sobre as

plantas. As plantas se mostraram imunes a infecg¢ao viral por 7 dias.
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O silenciamento génico também foi realizado em Ceratopteris
richardii, uma samambaia aquatica que tem sido utilizada para investigar o
processo de desenvolvimento dependente de luz e de gravidade (Murata &
Sugai, 2000). Pela simples incubacdo em meio de germinagdo contendo
dsRNA, esporos de C. richardii germinaram exibindo silenciamento de muitos

genes testados (Stout et al., 2003).

2.6 Silenciamento de genes endégenos e exégenos

Desde as primeiras observagdes, o silenciamento envolve genes
que promovem modificagdes fenotipicas capazes de serem facilmente
identificadas. Isso ocorreu, por exemplo, no caso do silenciamento da enzima
chalcona sintase em petunias (Napoli et al., 1990), citado anteriormente.

O gene pds, o qual codifica a enzima fitoeno desaturase, é ideal
para demonstrar a eficiéncia do silenciamento (Benedito et al., 2004). Essa
enzima participa na via de biossintese de carotendides e seu silenciamento
leva a redugao nos niveis desses pigmentos, resultando na perda da coloragédo
das folhas (Liu et al., 2002; Benedito et al., 2004).

Vetores contendo GFP tém sido usados para demonstrar o
silenciamento em plantas transgénicas e, juntamente com a p-Glucuronidase
(GUS), sao considerados ideais para estudos da supressao desse mecanismo
(Benedito et al., 2004). A expressao de GFP pode ser visualizada sob luz UV,
na forma de fluorescéncia verde. Miki & Shimamoto (2004) construiram vetores
de silenciamento cujo alvo era a proteina GFP de arroz transgénico por meio

de bombardeamento de particulas.



CAPIiTULO Il

3 SILENCIAMENTO GENICO ATRAVES DE INOCULAGCAO DE dsRNAs
DIRETAMENTE EM FOLHAS DE PLANTAS DE Oryza sativa E
Nicotiana benthamiana

3.1. INTRODUGAO

Um dos mais importantes avangos da biologia celular foi a
descoberta que moléculas de RNA podem regular a expressédo de genes. Por
muitos anos, tinha-se a idéia de que os RNAs cumpriam apenas duas funcdes
nas células: como mRNAs, que sao intermediarios vitais na expressdo de
genes, transmitindo informacdes entre DNA e proteina, e como tRNAs e
rRNAs, os quais tém papéis na estrutura, no processo catalitico e como
decodificadores de informacdes na sintese de proteinas. No entanto, essa
visdo mudou em 1998, quando Fire et al. anunciaram suas descobertas sobre a
interferéncia por RNA (RNAi) em nematoides. Esse processo consiste no
silenciamento da expressdo de genes por moléculas de RNA de fita dupla
(dsRNA). A partir desse momento, tornou-se claro que o silenciamento é uma
ferramenta experimental muito util na descoberta da funcdo de genes (Novina

& Sharp, 2004).
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Inicialmente, considerava-se que dsRNAs silenciavam genes
pela marcacao de seus mRNAs para destruicdo. Mas, pelo menos dois outros
mecanismos foram descobertos: bloqueio da transcricdo e a inibicdo da
traducao.

O conhecimento do mecanismo de silenciamento de mMRNA
estimulou sua utilizagdo como uma ferramenta na gendmica funcional. Sua
aplicagao tem sido estudada extensivamente e aprimorada para facilitar a
investigacao de diferentes fenbmenos na biologia vegetal (Baulcombe, 2002;
Horiguchi, 2004).

Uma forma de aplicagao do silenciamento seria através da utilizacao
de vetores que expressam dsRNA com repetigdes invertidas, formando um
hpRNA (Vaucheret et al., 2001). Vetores que codificam hpRNAs podem ser
utilizados para transformacao estavel ou transitéria. Miki & Shimamoto (2004)
testaram o mesmo vetor em diferentes sistemas em arroz. Através da
transformacao estavel por A. tumefaciens os autores obtiveram silenciamento
da familia de genes OsRac, com o uso de uma construgdo unica, contendo
regides conservadas de um unico membro da familia. Ja, por meio de
transformacao transitéria por bombardeamento de particulas, os mesmos
autores silenciaram a proteina GFP em plantas de arroz transformadas.

Outro método de silenciamento em plantas, o silenciamento génico
induzido por virus (VIGS), é desencadeado pela formacgao de intermediarios de
dsRNA durante a replicacao viral. Diversos estudos vém sendo realizados com
a utilizagcdo desse sistema, o qual mostra ser um poderoso método para

verificagcdo da funcdo de genes em plantas (Benedito et al., 2004). O VIGS
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envolve a infeccdo de uma planta com o vetor viral carregando um
fragmento de sequéncia do gene do hospedeiro.

Holzberg et al. (2002) descreveram a utilizagdo de VIGS pela
primeira vez em cevada. Neste trabalho foi descrito o silenciamento do gene
pds com o uso do Barley stripe mosaic virus (BSMV), o qual infecta muitas
espécies de monocotiledbneas de importancia agricola. O vetor viral foi
inoculado por infiltragdo em folhas de cevada.

Em 1998, Fire et al. verificaram que a aplicacdo de RNA fita dupla
(dsRNA) era capaz de induzir um mecanismo de degradagdo de mRNA
altamente especifico. Tal processo foi denominado de interferéncia por RNA
(RNAI).

O completo sequenciamento do genoma de C. elegans, em 1998,
juntamente com o advento das técnicas de RNAI para inibir a fungao génica,
levou a uma nova era no campo da gendmica funcional. Existem diferentes
meétodos para aplicacédo de dsRNA em C. elegans: (1) injecdo de dsRNA em
qualquer regido do animal (Fire et al., 1998); (2) alimentagdo com bactérias que
produzem dsRNA (Timmons et al., 2001); e (3) embebimento dos animais em
uma solugao contendo dsRNA (Tabara et al., 1998).

A utilizacdo de dsRNA diretamente na superficie foliar de plantas foi
descrita por Tenllado et al. (2003), no qual empregaram um sistema de
producao de dsRNA in vivo pela utilizagdo de uma bactéria capaz de produzir
grande quantidade de dsRNA, sem degrada-lo. Os autores promoveram uma
interferéncia especifica contra infecgdes virais com o uso de dsRNAs

purificados, aplicados por inoculagao mecanica e, ainda, pela pulverizacdo de
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extratos brutos de lisados bacterianos em folhas de N. benthamiana. Em
outro trabalho, Stout et al., (2003) obtiveram o silenciamento em Ceratopteris
richardii, uma samambaia aquatica. O silenciamento génico foi obtido pela
simples incubagdo em meio de germinagao contendo dsRNA.

Por fim, existe um método de inducdo de silenciamento que vem
sendo utilizado em mamiferos, o qual consiste na aplicagdo de siRNAs nas
espécies estudadas (Elbashir et al., 2001; Dykxhoorn et al., 2003). A utilizacédo
desse sistema em células de mamiferos foi importante, pois permitiu a
prevencdo do desencadeamento de uma resposta por interferons, que resulta
na degradacgao nao especifica de mMRNAs e na inibigdo da tradugéo (Dykxhoorn
et al., 2003). Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar diferentes
estratégias de inoculagdo direta de dsRNAs para uso no silenciamento de

genes em plantas de arroz e N. benthamiana.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material vegetal

Sementes de Oryza sativa dos cultivares EPAGRI 108 (tolerante a
altas concentragdes de ferro), e BR IRGA 409 (sensivel a altas concentragdes
de ferro) foram cedidas pelo Instituto Rio-grandense do Arroz (IRGA). As
mesmas foram cultivadas em camara de crescimento no escuro sob
temperatura controlada de 28 °C. Apés a germinagado, as plantulas foram
transferidas para copos de plastico contendo substrato e colocadas em casa de
vegetacao com fotoperiodo de 12 h.

Sementes de Nicotiana benthamiana foram cedidas pela Universal
Leaf Tabacos do Brasil. As mesmas foram colocadas em copos plasticos

contendo substrato e mantidas em casa de vegetagao com fotoperiodo de 12 h.

3.2.2 Extracao de RNA

Folhas das plantas de arroz e N. benthamiana foram utilizadas para
a extracado de RNA total, segundo método descrito por Bugos et al. (1995). O
tecido foi triturado em nitrogénio liquido, transferindo-se para tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL aproximadamente 100 mg de material vegetal.
Acrescentaram-se 400 uL de tamp&o de extragdo de RNA (100 mM de Tris-HCI
pH 9,0, 200 mM NaCl, 15 mM EDTA, 0,5% de dodecil sulfato de sddio-SDS),
2,3 uL de 2-mercaptoetanol, 400 uL de fenol e 80 uL de cloroférmio: alcool

isoamilico (24:1, v:v). Ap6s homogeneizagdo por vigorosa agitagado, foram
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acrescentados 28 uL de acetato de sédio 3 M (pH 5,2), seguindo-se
incubag&o no gelo por 15 min. Em seguida, o material foi centrifugado a 16.000
x g durante 10 min (4 °C). A fase superior foi utilizada para extragcdo com 400
uL de fenol e 80 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1, v:v). O material foi
agitado vigorosamente por 2 min e centrifugado a 16.000 x g por 5 min (4 °C).
A fase superior foi separada e os acidos nucléicos foram precipitados utilizando
isopropanol (1:1, v:v) durante 1 h, a — 20 °C, e em seguida centrifugados a
10.000 x g por 10 min, a 4 °C. A fase superior foi descartada e ao precipitado
foi adicionado com 500 pL de etanol 70%, seguido de centrifugacdo a 10.000 x
g por 5 min, a 4 °C. O precipitado foi solubilizado em agua ultra pura e
centrifugado a 10.000 x g por 5 min a 4°C, com transferéncia da fase superior
para novo tubo. A precipitagao seletiva de RNA foi realizada utilizando 37,5 puL
de cloreto de litio 3 M a 4°C por 12 h, seguida de centrifugacéo a 10.000 x g
por 10 min (4°C). O material precipitado foi lavado com 500 uL de etanol 70%,
e solubilizado em agua ultra pura. A concentragdo das amostras foi estimada
por leitura em espectrofotbmetro (Smart SpecTM Bio-Rad) a 260 nm. A
integridade do RNA foi verificada em gel de agarose 1% e o mesmo foi
armazenado a

-20 C.

3.2.3 Amplificagdao dos cDNAs

O RNA total de plantas de arroz foi submetido a técnica de

transcricdo reversa acoplada a reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR),
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com a utilizagdo dos oligonucleotideos iniciadores Ferr-F e Ferr-R, para
ferritina; PDS-F e PDS-R, para fitoeno desaturase (PDS) de arroz; e PDSNb-F
e PDSNb-R, para PDS de N. benthamiana. As sequéncias dos
oligonucleotideos iniciadores foram definidas a partir das sequéncias de arroz
(XM - 470568, PDS e AF - 519571 e AF - 519570, ferritina) e N. benthamiana
(AJ - 571700) depositadas no GenBank. As sequéncias dos oligonucleotideos

se encontram descritas na Tabela 1.

TABELA 1. Oligonucleotideos utilizados nas reacdes de amplificagdo. Sequéncias dos
oligonucleotideos iniciadores utilizados foram baseados na comparagado nas
sequéncias de arroz (AF-519571 e AF-519570, ferritina e XM-470568, PDS) e de
N. benthamiana (AJ-571700) depositadas no GenBank. Porto Alegre, RS,
UFRGS/LFM, 2004.

Nome dos Sequéncias (20nt)

oligonucleotideos
Ferr-F 5 — ATG CTATGG AGT TGG CCT TG -3’
Ferr-R 5 - TGG ATG GAA GAAACG AAACC-3
PDS-F 5'— TGC AAT GGA AGG AAC ACT CC -3’
PDS-R 5 - ACATAAGCT TGG CCACCAAC-3
PDS-NbFOR 5'— CAT GCC GAT TGT GGAACATA-3
PDS-Nb REV 5'— GAG TGG CAA ACA CAAAAG CA-3’

Primeiramente, foi realizado um processo de transcricdo reversa
(RT) na reagdo composta de 500 ng de RNA total, 320 yM de dNTP, 20 mM
Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCI, 3 mM de MgCI2, 6,6 mM ditiotreitol (DTT), 1,32
uM de oligonucleotideo iniciador antisenso (Ferr-R, PDS-R ou PDS-Nb REV) e
6,4 U de enzima transcritase reversa M-MLV (Invitrogen), sendo incubada a 37
°C por 1 h. Seguindo o procedimento, foi realizada a reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR) no termociclador PTC-100™ (MJ Research), contendo a
reacao de RT (5 uL), 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 25 mM KCI, 2 mM de MgClI2,

0,2 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Invitrogen), 1 U da enzima
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Taqg DNA polimerase (Invitrogen). O volume total das amostras foi de 25
uL. As condigdes da PCR para amplificagdo de cada cDNA estdo descritas na

Tabela 2.

TABELA 2. Condig¢des das reagdes de PCR. Porto Alegre, RS, UFRGS/LFM, 2004.
Oligonucleotideo Desnaturagd N° deDesnaturaga Anelamento Extensdo Extensao

s iniciadores o inicial ciclos o final
94 °C 94 °C 60 °C 72 °C 72°C
Ferr-F/R (3 min) 35 (30 s) (30 s) (2 min) (5 min)
94 °C 94 °C 50 °C 72°C 72°C
PDS-F/R (3 min) 35 (30 s) (30 s) (2 min) (5 min)
94 °C 94 °C 45 °C 72°C 72°C
PDSNb-F/R (3 min) 30 (2 min) (30 s) (1 min) (5 min)

Os produtos das reagdes foram visualizados através da separagao
por eletroforese em gel de agarose 2% contendo tampao TBE (45 mM Tris-HCI,
pH 8,3; 45 mM de acido bdrico; 1 mM de EDTA), seguida da coloragdo em
brometo de etidio (0,5 pg.mL"). Um padrdo de DNA (1kb DNA Ladder
Invitrogen) foi utilizado em cada gel. Os géis foram visualizados sob luz
ultravioleta e fotografados através do sistema de fotodocumentagao

computadorizado EDAS 120 (Kodak Sciences 2d).

3.2.4 Insercao dos cDNAs
Os produtos das reagdes de RT-PCR utilizados na clonagem foram
previamente tratados com a enzima DNA polimerase Klenow (Fragmento maior
da DNA polimerase |) (Promega). A reagao (30 puL) foi composta de 200ng de
cDNA, tampéao (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM MgCI2, 50 mM NacCl), 0,02 mM
de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Invitrogen) e 0,5 U de enzima DNA

polimerase Klenow, sendo incubada por 20 min no gelo. O produto da reacao
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foi purificado pela adicdo de 10% de acetato de aménio 7,5 M e 2,5 x o
volume de etanol 100%. O material foi homogeneizado e precipitado a —20 °C
por 1 h, seguido de centrifugagdo a 16.000 x g por 20 min (4 °C). A fase
superior foi descartada e o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70%,
sendo centrifugado a 16.000 x g por 5 min e ressuspenso em agua ultra pura. A
concentragdo dos cDNAs foi estimada por visualizagdo em gel de agarose 2%
com a utilizacdo de marcador de peso molecular A Hind Il (Promega), .

Os cDNAs tratados com a enzima DNA polimerase Klenow foram
inseridos no vetor de clonagem pLITMUS 38i (New England Biolabs). O qual foi
previamente digerido em uma reagdo com volume final de 15 puL contendo 15
ug do vetor, tampao (6 mM Tris-HCI, pH 7,9, 0,15 M NaCl, 6 mM MgCI2, 1 mM
DTT) e 15 U de Eco RV, sendo incubada por 2 h a 37 °C. Logo apds, o vetor foi
desfosforilado pela adicdo na reagdo de digestdo de 0,12 U da enzima
fosfatase alcalina (Promega) e tampé&o de reagao (1 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,1
mM EDTA, pH 7,5, 20 mM NacCl, 0,5% SDS). A reacéo foi incubada por 15 min
a 37 °C, seguida de 15 min a 56 °C, processo que foi repetido apés nova
adicdo de 0,12 U de enzima fosfatase alcalina. O vetor foi purificado como
descrito anteriormente. A concentragao de vetor e dos cDNAs foram estimadas
em gel de agarose 2% com a utilizacdo da fotodocumentagdo computadorizado
EDAS 120 (Kodak Sciences 2d), utilizando o marcador de peso molecular A
Hind Il (Promega)..

A reacao de ligacdo (20 uL) foi composta de 30 ng do cDNA de
ferritina, ou 50 ng do cDNA de arroz e de N.benthamiana, amplificados através

de PCR. Seguido de 100 ng do vetor pLITMUS 38i, 1 U de T4 DNA Ligase e
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tampao de ligagao (50 mM de Tris-HCI, pH 7,6, 10 mM MgCI2, 1 mM DTT,
1 mM ATP, 25% polietilenoglicol 8000). A reagdo foi incubada durante 18 h a

14 °C.

3.2.5 Transformacgao de Escherichia coli

Células eletrocompetentes de E. coli XL1-Blue e HT115 (DE3) foram
preparadas segundo manual Micro PulserTM (Bio-Rad), conforme instrugdes
do fabricante. As reagdes de ligacdo (100 ng) foram misturadas com 40 ulL de
células eletrocompetentes e transformadas por eletroporagao (Micro Pulser™
Bio-Rad), em cubetas de 0,1 cm, em uma voltagem de 1,8 kV. Em seguida, as
células foram ressuspensas em 1 mL de meio liquido Luria-Bertani (LB — 1%
peptona, 0,5% extrato de levedura, 1% NaCl, pH 7,5) e mantidas a 37 °C a 250
rom. Apos 1 h, 200 uL de células bacterianas foram plaqueadas em meio LB
acrescido de ampicilina (50 ug.mL™) e tetraciclina (12,5 ug.mL™), além de 1,6
mg de X-Gal e 0,8 mg de isopropil-B—D—-tiogalactopiranosideo (IPTG) para

células de E. coli XL1-Blue.

3.2.6 Selecao de coldnias transformadas
A selecao das coldnias de E. coli XL1-Blue contendo o plasmideo
recombinante (colénias positivas) foi realizada através do sistema de coloragao
de colbnias brancas/azuis. As colbnias positivas (brancas) de Escherichia coli
XL 1-Blue, foram repicadas para placas contendo meio LB acrescido de
ampicilina (50 pg.mL") e tetraciclina (12,5 pug.mL?) para a confirmacdo da

transformacao e obtengcdo de maior quantidade de material bacteriano.
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Nas transformagdes de PDS e ferritina de arroz, e PDS de N.
benthamiana as colbnias obtidas foram submetidas a PCR com
oligonucleotideos PUC/M13 FOR (5— CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC
GAC-3') e REV (5-TCA CAC AGG AAA CAG CTA TGA C-3) para
confirmacgéao da insergcao dos fragmentos de cDNA, foi realizada uma PCR (25
uL) contendo 0,2 mM de cada dANTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Invitrogen), 1
U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 25 mM KCl,
2,0 mM MgCI2, 0,4 uM de cada oligonucleotideo e parte de cada colbnia de
bactéria transformada, coletada com a utilizagdo de uma ponteira. A PCR foi
realizada no termociclador PTC-100™ (MJ Research), nas seguintes condigdes:
desnaturacao inicial a 94 °C por 10 min; 30 ciclos constituidos de desnaturacao
a 94 °C por 1 min, anelamento a 65 °C por 1 min, extensao a 72 °C por 1 min,
seguido de uma extensao final a 72 °C por 10 min. Os produtos da reagéo
foram visualizados através da eletroforese em gel de agarose 2% contendo
tampao TBE, seguida da coloragdo em brometo de etidio (0,5 pg.mL™"). Um
padrdo de DNA (1kb DNA Ladder Invitrogen) foi incluido em cada gel. O gel foi

fotografado como descrito anteriormente.

3.2.7 Extracao de plasmideos recombinantes

A extracdo de plasmideos foi baseada na técnica descrita por
Brasileiro & Carneiro (1998). Trés colbnias foram transferidas para 3 mL de
meio LB liquido com adigdo de ampicilina (50 ug.mL™) e tetraciclina (12,5

ng.mL™"), sob agitagdo (250 rpm) em torno de 16 h, a 37 °C. As células foram
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coletadas por centrifugagcdo a 4.000 x g durante 5 min, a 4 °C. Em
seguida, foram ressuspensas em 200 uL de solugdo P1 (RNase 100 pg.mL'1;
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; EDTA 10 mM), seguida de adigdo de 200 uL da
solugdo P2 (NaOH 200 mM; SDS 1%), invertendo o tubo para completa
homogeneizagdo. Apéds, foi adicionado 200 uL da solugdo P3 (acetato de
potassio 3 M, pH 5,5), invertendo o tubo para a homogeneizagéo, seguida de
centrifugagéo a 16.000 x g por 10 min. A fase superior foi transferida para novo
tubo e foram realizadas duas extragdes pela adicdo de aproximadamente 500
uL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1, v:v) e agitacdo, seguida de
centrifugagéao 16.000 x g por 2 min. Para a precipitagao do material, utilizou-se
aproximadamente 500 uL volume de isopropanol e 10% de acetato de sodio 3
M, pH 5,2, durante 2 h a =20 °C e centrifugagao a 16.000 x g durante 15 min a
4 °C. O material precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70%, centrifugado a
16.000 x g por 5 min (4 °C) e ressuspenso em 30 uL de agua ultra pura. A
estimativa da concentracdo do material foi realizada em espectrofotdmetro

(Smart SpecTM Bio-Rad) a 260 nm.

3.2.8 Reagao de seqiienciamento

O sequenciamento foi realizado no Laboratorio de Biologia
Gendmica e Molecular da PUC/RS (Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul), através do sistema “DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing kit for MegaBACE DNA Analysis Systems” no sequenciador

automatico “MegaBACE” (Amersham Biosciences), utilizando 100 ng do
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produto de PCR e 2,5 mM do oligonucleotideo iniciador pUC/M13
Antisenso (5- TCA CAC AGG AAA CAG CTA TGA C -3’) e seguindo as

instrucdes do fornecedor.

3.2.9 Analise de confirmagao das sequéncias

Os eletroferogramas obtidos do sequenciamento foram analisados
através do programa Chromas Lite (Technelysium pty Ltd). Apds foi realizada a
comparagao das sequéncias obtidas com as sequéncias de nucleotideos
através do programa BLAST, alinhando duas sequéncias (Bl2seq) e proteinas
(Blastx) depositadas no GenBank: National Center of Biology Information
(NCBI, Bethesda, MD, USA), [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST (Altschul et

al., 1997)].

3.2.10 Sintese do RNA de fita dupla (dsRNA) in vivo

A sintese de dsRNA foi realizada segundo método descrito por
Tenllado et al. (2003). Inicialmente, plasmideos recombinantes foram extraidos
de E. coli XL1-Blue, como descrito anteriormente, e utilizados para
transformacdo em células eletrocompetentes de E. coli HT115 (DE3). Uma
colénia de E. coli HT115 (DE3) contendo o plasmideo recombinante foi
adicionada a 2 mL de meio liquido LB acrescido de ampicilina (50 pg.mL") e
tetraciclina (12,5 pg.mL") sob agitacdo (250 rpm) a 37 °C. Apds
aproximadamente 16 h, 500 uL do meio LB contendo as células bacterianas

foram adicionadas a 25 mL de meio liquido LB, com os antibiéticos citados
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anteriormente, sob agitacdo (250 rpm) a 37 °C, até atingir uma
concentragcdo de 7X1078 células.mL estimada pelo indice de turbidez por
espectrofotometria. A seguir, as bactérias foram induzidas a produgcdo de
dsRNA através da adicdo de 0,4 mM de IPTG e incubadas a 37 °C sob
agitagao de 250 rpm por 3 h.

Apods inducdo a produgcao de dsRNA, foi realizada uma extragao de
acidos nucléicos totais das bactérias, conforme descrito por Timmons et al.
(2001). As células foram coletadas por centrifugagcado a 1.500 x g por 10 min (4
°C) e ressuspensas em 800 puL de solugao de extragao (acetato de amdnio 1 M,
EDTA 10 mM) e igual volume de fenol:cloroférmio (1:1; v:v) a 65 °C, seguido de
vigorosa agitagdo por 1 min. O material foi transferido para tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL e centrifugado a 18.000 x g por 10 min (4 °C). A fase
superior foi transferida para novo tubo, adicionando-se 2,5 x o volume de etanol
absoluto para precipitagdo do material durante 1 h a — 70 °C, seguida de
centrifugagéo a 16.000 x g por 20 min (4 °C). A fase superior foi descartada e o
precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70%. Foi realizada nova
centrifugagédo a 16.000 x g por 5 min (4 °C), e o material foi ressuspenso em
solugédo de diluigdo (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM). O dsRNA foi
visualizado através de eletroforese em gel de agarose 1%, seguida da
coloracdo em brometo de etidio (0,5 ng.mL™"). Um padrdo de DNA (1kb DNA
Ladder Invitrogen) foi incluido em cada gel, os quais foram fotografados como
descrito anteriormente.

A presenca de fita dupla do material foi confirmada através de

incubagdo com RNase A, a qual degrada RNA fita simples (ssRNA). A reacao
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(10 pL) foi composta de 36 ng de RNA, 0,1 ug de enzima RNase Ae 1 uL
de acetato de amdnio 7,5 M, com incubacao a 37 °C por 1 h. Os produtos da
reacdo foram visualizados através da eletroforese em gel de agarose 2%,
seguida da coloragdo em brometo de etidio (0,5 ug.mL™). Um padrdo de DNA
(1kb DNA Ladder Invitrogen) foi incluido em cada gel, os quais foram

fotografados como descrito anteriormente.

3.2.11 Sintese do RNA de fita dupla (dsRNA) e RNA de fita
simples (ssRNA) in vitro

A sintese de dsRNA in vitro foi realizada a partir de produtos de PCR
com oligonucleotideos iniciadores PUC/M13. A reacéo foi realizada em volume
final de 100 uL, contendo 0,5 pg de cDNA, 120 U de enzima RNA Polimerase
T7, tampéao de reacédo (40 mM Tris-HCI, 6 mM MgCI2, 2 mM espermidina, 10
mM DTT, pH 7,9), 0,4 mM de cada NTP (ATP, UTP, CTP, GTP) (Invitrogen),
seguida de incubacao a 37 °C por 3 h.

Para sintese de ssRNA, plasmideos recombinantes foram
amplificados com oligonucleotideos PUC/M13. A reagao de digestao (30 ulL) foi
composta por 30 ug de plasmideo recombinante, tampao (6 mM Tris-HCI, pH
7,9, 0,15 M NaCl, 6 mM MgCI2, 1 mM DTT), 30 U de enzima Sal | (Promega),
para eliminar um dos promotores T7, seguida de incubacédo a 37 °C por 2 h, e a
60 °C por 15 min. O ssRNA foi produzido nas mesmas condi¢cboes de reagao de

dsRNA descritas anteriormente.



35

Os produtos das reagdes de dsRNA e ssRNA foram verificados
por eletroforese em gel de agarose 2%, seguida da coloragdo em brometo de
etidio (0,5 ng.mL™"). Um padrao de dsRNA (Invitrogen) foi incluido em cada gel,

os quais foram fotografados como descrito anteriormente.

3.212 Sintese de pequenos RNAs de interferéncia (siRNA)

O dsRNA produzido in vitro foi purificado conforme instrucées de
manual da enzima RNA polimerase Il (Short CutTM RNAi Kit) (New England).
A purificacdo de 100 uL de dsRNA produzido in vitro foi realizada pela adi¢ao
de 100 puL de agua ultra pura, 100 uL de fenol equilibrado e 100 uL de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1; v:v). Foi realizada vigorosa agitacéo por 1
min, seguida de centrifugagdo a 16.000 x g por 10 min. O liquido sobrenadante
foi transferido para novo tubo, adicionando-se 2 x o volume da reagao inicial de
cloroformio: alcool isoamilico (24:1; v:v), seguido de vigorosa agitagao por 1
min e centrifugagdo a 16.000 x g por 10 min a 4 °C. O liquido sobrenadante foi
transferido para novo tubo, acrescentando-se 10% de acetato de aménio 7,5 M
e 2,5 x o volume de etanol 70%. Apdés homogenizagdo, o material foi
precipitado por 2 h a — 20 °C. A seguir, foi realizada centrifugacdo a 16.000 x g
por 20 min a 4 °C. O precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70%, invertendo
o tubo varias vezes, e ressuspenso em 30 uL de agua ultra pura.

A reacado de digestdao do dsRNA foi realizada conforme kit Short
CutTM RNAIi (New England), seguindo instru¢des do fabricante. A reagao (100
uL) foi composta de 1,0 ug de dsRNA purificado, tampao de reagéo (50 mM

Tris-HCI, 1 mM DTT, pH 7,5), 20 mM MnCl, e 1,3 U de enzima RNase llI,
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seguida de incubagdo a 37 °C por 20 min. Apds esse periodo, foram
adicionados 25 mM EDTA.

Seguindo o procedimento, a reacao foi purificada através da adigao
de 10% de acetato de sédio (3 M, pH 5,2), 20 ug de glicogénio e 3 x o volume
de etanol 95%. O material foi homogeneizado e precipitado a — 20 °C por 2 h.
Em seguida, foi realizada centrifugagdo a 18.000 x g por 15 min (4 °C). O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 600 uL de etanol
80%, deixando o material por 10 min em temperatura ambiente. Apds, foi
realizada nova centrifugagao a 18.000 x g por 5 min (4 °C). O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspenso em 30 uL de agua ultra pura. Os
produtos da reagdo foram visualizados em gel n&o-desnaturante de
poliacrilamida 20% contendo tampao TBE, seguida da coloracdo em brometo

de etidio (0,5 pg.mL™"). O gel foi fotografado como descrito anteriormente.

3.2.13 Inoculagao de dsRNA e siRNA

Plantas de arroz (30 e 60 dias de crescimento) e N. benthamiana (40
dias de crescimento) foram utilizadas para aplicacdo de dsRNAs através de
dois diferentes métodos: inoculacdo mecanica, pelo uso de abrasivos; e
infiltragcdo com seringa. Foram inoculadas solugcées de dsRNA in vivo e in vitro
contendo 3, 4 ou 7 ug em 500uL. O abrasivo (carburundum) foi adicionado as
solucdes, as quais foram aplicadas com o uso de hastes de madeira com
algodao na extremidade embebidos na solugdo. O mesmo método foi utilizado

para aplicacdo de siRNAs (33 ng.em 100uL) de PDS em plantas de arroz.
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A inoculagao de dsRNA por infiltragdo foi realizada em arroz

(ferritina e PDS) e N. benthamiana (PDS e PDS Nb). As solu¢gdes contendo

dsRNA foram infiltradas com auxilio de uma seringa estéril sem agulha, na
face abaxial das folhas.

Apods as inoculagdes, as plantas foram observadas diariamente por

um periodo de 5 semanas e fotografadas (Nikon Coolpix 4500).

3.2.14 Inibicdo quimica da enzima fitoeno desaturase (PDS)
em plantas de Oryza sativa e N. benthamiana

Plantas de arroz com 60 dias e de N. benthamiana com 40 dias de
crescimento, foram utilizadas para aplicagdo do agente quimico “Gamit 360
CS” (clomazone). Com o uso de algodao envolvido em hastes de madeira,

foram aplicadas solu¢des contendo 3 uM nas folhas das plantas.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.31 Genes de pds e ferritina

No presente trabalho foi utilizado o método de aplicagdo direta de
dsRNA em plantas de arroz. A aplicagao direta de dsRNA foi realizada em C.
elegans por Fire et al., em 1998, e por Timmons et al., em 2001. No caso do
estudo realizado por Fire et al. (1998), o dsRNA foi injetado em animais adultos
para silenciar o gene wunc-22, uma proteina de miofilamentos, cujo
silenciamento provoca contragbes musculares. J& Timmons et al. (2001)
submeteram C. elegans transformados com a proteina GFP a uma dieta a base
de bactérias que produziam dsRNA, causando o silenciamento da proteina.
Além destes estudos realizados em C. elegans, Tenllado et al. (2003)
obtiveram silenciamento de dois virus, PMMoV e PPV. Os autores utilizaram
um extrato de bactérias, acumuladoras de dsRNA, lisadas com prensa francesa
e co-inoculadas com os virus por meio de aspersao sobre folhas de N.
benthamiana Este método foi capaz de produzir silenciamento dos virus por
sete dias. Deste modo, foi desenvolvido um método rapido de inducido de
silenciamento, sem a necessidade da utilizacado de métodos de transformacao
estavel, os quais implicam também no uso de cultura e regeneragao de tecidos.
Com base nesses dados de utilizagcdo de dsRNA direto nos organismos, neste

trabalho foi utilizado o vetor pLITMUS 38i, o qual permite a insercao dos
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fragmentos de cDNAs entre dois promotores T7, possibilitando a produgao
de dsRNA.

A fim de verificar se a aplicagdo direta de dsRNA causa
silenciamento em plantas de arroz, foram realizados experimentos em que o
gene pds foi utilizado como alvo no silenciamento de RNA. O gene pds codifica
a enzima fitoeno desaturase e esta presente em cdpia unica no genoma do
arroz. Esse gene vem sendo utilizado para analise do silenciamento tanto em
monocotiledéneas quanto em dicotiledéneas (Miki et al., 2005). A fitoeno
desaturase é uma enzima chave na biossintese de carotendides que protege a
clorofila das plantas contra o foto-branqueamento (Holzberg et al., 2002). Um
outro gene utilizado neste trabalho foi o codificante de ferritina, pois esta
proteina pode estar ligada a alta tolerancia a ferro reduzido apresentada por
determinados cultivares de arroz (Silva et al., 2003). Visando a analise
funcional in vivo destes genes, foram sintetizados oligonucleotideos iniciadores
especificos para os cDNAs dos genes codificantes de ferritina e da fitoeno
desaturase, a partir de sequéncias depositadas em banco de genes. Os
oligonucleotideos foram sintetizados de modo a amplificar as duas copias dos
genes codificantes de ferritina presentes no genoma de arroz e uma copia do

gene pds.

3.3.2 Insergao dos fragmentos do gene de pds e do gene

codificante de ferritina em pLITMUS 38i

No sentido de obter os cDNAs de PDS e de ferritina, folhas de

plantas de arroz cultivadas em casa de vegetagdo foram utilizadas para
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extragdo de RNA total, o qual foi submetido a RT-PCR. Foram gerados
produtos unicos de 290 pb para ferritina (Fig. 1a) e de 202 pb para PDS (Fig.
1b), conforme o esperado segundo a localizagdo dos oligonucleotideos

iniciadores na sequéncia do cDNA.

a) b)
cDNA de ferritina 4m CDNA de PDS
290 pb 202 pb

FIGURA 1.Produtos da amplificagcdo do cDNA de Oryza sativa por RT-PCR. Géis de agarose
demonstrando padrbes de amplificagdo do mRNA de O. sativa separados por
eletroforese. a) Produtos da reacdo de RT-PCR, utilizando oligonucleotideos
iniciadores Ferr-F e Ferr-R. 1 a 3 — cDNA de ferritina. b) Produtos da reagédo de
RT-PCR, com oligonucleotideos iniciadores PDS-F e PDS-R. 1 — Controle
negativo; 2 e 3 — cDNA de pds. Porto Alegre, RS, UFRGS/LFM, 2004.

Apos reacao de polimento das extremidades com a enzima DNA
polimerase Klenow, os fragmentos foram ligados no vetor pLITMUS 38i. Os
produtos das reagdes de ligacdo foram utilizados para transformagdo de
células eletrocompetentes de E. coli XL1-Blue. A selecdo das colbnias foi
realizada através do sistema de coloracéo de colénias brancas/azuis.

Para confirmar que as coldnias recombinantes (brancas) possuiam a
insergcado de interesse, foi realizada uma PCR das mesmas. De 82 colbnias
brancas, 12 foram analisadas por PCR. Foram utilizados oligonucleotideos
iniciadores PUC/M13 FOR e REV, que além das sequéncias de ferritina e PDS,
amplificam parte da sequéncia do vetor, resultando em fragmentos de 470 pb
para PDS e de 560 pb para ferritina (Fig. 2). Todas as col6nias analisadas

continham a insergao de interesse, tanto para o gene pds quanto para o gene
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codificante da ferritina. Por fim, os plasmideos recombinantes foram

sequenciados confirmando se tratarem de cDNAs de PDS e ferritina.

1 2 3 4 5 6 1 2 3 45
b)

Ferritina 560 pb PDS 470 pb

Vetor vazio 270 pb e VVetor vazio 270 pb

FIGURA 2. Produtos da amplificagao de colbnias transformadas. Produtos da PCR de colénias
de E. coli XL1-Blue transformadas com vetor pLITUMUS38i recombinante com
fragmentos do gene codificante de ferritina (a) e do gene de pds (b), utilizando
oligonucleotideos iniciadores PUC/M13 FOR e PUC/M13 REV. (a) 1 a 3 -
amplificagdo de fragmento do gene codificante de ferritina; 4 — Controle com
coldnia azul; 5 — Controle vetor vazio; 6 — Controle negativo. b) 1 a 3 — amplificagéo
de fragmento do gene de pds; 4 — Controle com colénia azul; 5 — Controle
negativo. Porto Alegre, RS, UFRGS/LFM, 2004.

3.3.3 Sintese de dsRNA de pds e de ferritina de arroz

Os plasmideos de colénias recombinantes contendo fragmentos do
gene de pds ou do gene codificante da ferritina foram utilizados para produgéo
de dsRNA de por meio de sintese in vitro pela RNA polimerase T7 (Fig. 3).
Além disso, foi realizada a sintese de ssRNA, por meio da digestdo dos
plasmideos recombinantes, a fim de eliminar um dos promotores T7. Essas
moléculas foram utilizadas para comparacdo com o dsRNA apéds as
inoculagdes. As vantagens da produgao in vitro sdo a simplicidade e rapidez da
reacao. No entanto, o alto custo de producio inviabiliza sua utilizacdo para

analises em larga escala (Tenllado et al., 2003).
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dsRNA de PDS 300 pb

dsRNA de ferritina 370 pb b)
@am SSRNA de PDS 250 nt

ssRNA de ferritina 320 nt

vetor vazio 70 pb

¢am Vetor vazio 70 pb

FIGURA 3. Sintese in vitro dos dsRNAs. Sintese de dsRNA de ferritina (a) e PDS (b)
sintetizado in vitro pela enzima RNA Polimerase T7. a) 1 — dsRNA de ferritina
(~370 pb); 2 — ssRNA de ferritina (~320 nt); 3 — controle dsRNA sem inserto (~70
pb). b) 1 — dsRNA de PDS (~300 pb); 2 — ssRNA de PDS (~250 nt); 3 — controle
dsRNA sem inserto (~70 pb). Porto Alegre, RS, UFRGS/LFM, 2004.

No sentido de minimizar o custo da sintese de dsRNA, os
plasmideos recombinantes foram transformados em células de E. coli HT115
(DE3). Timmons et al. (2001) fizeram estudos com algumas linhagens de E. coli
que possuiam diferentes mutagdes no gene rnc, o qual codifica a RNase I,
uma enzima que tem a capacidade de degradar dsRNA. As linhagens utilizadas
foram as seguintes: BL21, W3110, SDF204, HT115, DH5aF, HB101, TG1,
SC110, XI1-Blue MRF’. Enquanto a maioria das estirpes utilizadas no estudo
sintetizavam quantidades variaveis de dsRNAs de baixo peso molecular, a
HT115 (DE3) foi capaz de acumular dsRNAs longos. Isso ocorre devido a
deficiéncia dessa linhagem na atividade da RNase llI.

Como a linhagem de E. coli HT115 (DE3) se mostrou eficiente na
sintese de dsRNAs (Timmons et al., 2001; Tenllado et al., 2003), no presente
trabalho essa linhagem foi utilizada para obtencdo de dsRNAs. Os dsRNAs
foram produzidos, através da adicdo de IPTG ao meio de crescimento
bacteriano, o qual induz a expressdo da RNA polimerase T7, possibilitando a
transcricdo dos fragmentos inseridos entre os promotores T7. Apds a indugéo a

producao de dsRNA, foi realizada uma extragcao de acidos nucléicos totais, na
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qual obteve-se um rendimento de 4,7 ug de acidos nucléicos totais por mL
de cultura, no caso de PDS, e de 4,2 ug de acidos nucléicos totais por mL de
cultura, no caso de ferritina, com base na estimativa por espectofotdmetro.
Utilizando o mesmo método de sintese de dsRNA, Tenllado et al. (2003)
obtiveram 4 ug de acidos nucléicos totais por mL de cultura, utilizando um
fragmento de 970 pb. Comparando-se os resultados obtidos no presente
trabalho com os obtidos por Tenllado et al. (2003) foi observado que o tamanho
do fragmento nao influenciou na quantidade de material obtido. Em gel de
agarose, foi possivel a visualizagcdo de um fragmento presente em todas as
amostras, exceto nas extraidas de bactérias que foram transformadas com
plasmideos sem inserto (Fig. 4). Para confirmar que esse fragmento se tratava
de dsRNA, algumas amostras foram incubadas com RNase A (Fig. 5), a fim de
degradar qualquer ssRNA presente nas amostras. Apos esse tratamento,
somente um fragmento, de aproximadamente 300 pb se manteve, confirmando
se tratar de dsRNA de PDS. A concentragao de dsRNA foi estimada com o uso
de um marcador de massa molecular, resultando em 36 ng.pL'1, para PDS, e

34 ng.uL™, para ferritina (Fig. 6).
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FIGURA 4. Visualizagdo em gel de agarose dos produtos dos dsRNAs de PDS. Acidos
nucléicos totais de E. coli HT115 (DE3) induzidas a sintese de dsRNA de PDS; 1 e
2 — Acidos nucléicos de bactérias transformadas com plasmideos sem inserto; 3 a

8 — Acidos nucléicos de bactérias induzidos & produgdo de dsRNA de PDS (~300
pb). Porto Alegre, RS, UFRGS/LFM, 2004.

«= ds RNA de PDS 300 pb

FIGURA 5. Visualizagdo em gel de agarose dos produtos dos dsRNAs de PDS. Incubagéo do
dsRNA de PDS com RNase A. 1 a 4 — Diferentes amostras de acidos nucléicos
totais provenientes de E. coli HT115 (DE3) transformadas com plasmideos

recombinantes para PDS, incubados com RNase A. Porto Alegre, RS,
UFRGS/LFM, 2004.

o llem dSRNA de ferritina 370 pb
em plITMUS sem inserto

'""'"" «= dsRNA de ferritina 370 pb

g % & m

FIGURA 6. Visualizagdo em gel de agarose dos produtos de dsRNAs de ferritina in vivo. a) 1 a
4 — Extracdo de RNA de E. coli HT115 (DE3) induzidas a sintese de dsRNA de
ferritina (~370 pb); b) 1 a 4 — Controle constituido pelo vetor pLITMUS 38i sem
inserto de cDNA de ferritina; ¢) 1 a 4 — dsRNA de ferritina incubado com RNase A
(~370 pb). Porto Alegre, RS, UFRGS/LFM, 2004.
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3.3.4 Sintese de siRNA de pds de arroz

Recentemente, diversos grupos tém utilizado RNase Ill de E. coli ou
uma enzima Dicer recombinante humana para clivar dsRNAs transcritos in vitro
em siRNAs, promovendo a formagcdo de moléculas com multiplas
especificidades ao gene alvo. O método de inoculacdo de siRNAs tem sido
muito utilizado em células de mamiferos, devido aos problemas que podem ser
desencadeados pela utilizacdo de moléculas de dsRNA com mais de 30
nucleotideos (Dykxhoorn et al., 2003).

Além disso, estudos em C. elegans e Drosophila melanogaster tém
claramente demonstrado que siRNAs sintéticos podem produzir efeitos
similares aqueles de longos dsRNAs (Elbashir et al., 2001). Klahre et al. (2002),
obtiveram sucesso no silenciamento da expressdo da proteina GFP pela
introducdo de siRNAs em plantas de tabaco por bombardeamento de
particulas.

Yoo et al. (2004) demonstraram, por microinjecao de siRNAs, que o
silenciamento ocorre em nivel celular. No entanto, quando eram inoculados
pequenos ssRNAs com a presenga de uma proteina envolvida no trafego de
mMRNAs, a qual se liga preferencialmente a ssRNAs, foi verificado o movimento
celula-a-célula e o desencadeamento do silenciamento.

Com base em estudos anteriores, foi utilizado siRNAs de PDS nas
inoculagdes em arroz. No entanto, devido ao alto custo de sintese de siRNAs
sintéticos, utilizou-se a enzima RNase lll, a qual cliva os dsRNAs em moléculas

de fita dupla de aproximadamente 21 nucleotideos. Para isso, dsRNAs de PDS
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produzidos in vitro foram digeridos e o produto da digestéo foi visualizado

em gel de poliacrilamida (Fig. 7).

4m siRNA de PDS com 21 pb

FIGURA 7. Visualizagdo em gel de poliacrilamida do produto de siRNA de PDS in vitro.
Produtos da digestdo do dsRNA de PDS sintetizado in vitro com a enzima RNase
lll. Porto Alegre, RS, UFRGS/LFM, 2004.

3.3.5 Inoculacao de dsRNA, ssRNA e siRNA em arroz

Com intuito avaliar a capacidade dos RNAs sintetizados em
silenciarem o gene endoégeno PDS em arroz, plantas crescidas em casa de
vegetacdo foram inoculadas com solug¢des contendo dsRNA, ssRNA e siRNA,
por meio de duas metodologias: abrasao ou infiltracéo.

A inoculacdo através da producdo de ferimentos € um método
frequentemente utilizado para VIGS, como demonstrado por Ruiz et al. (1998)
e por Tenllado e Dias-Ruiz (2001). Ja Tenllado et al., em 2003, obtiveram
silenciamento em N. benthamiana por meio de inoculacdo de dsRNA
diretamente sobre folhas, com ferimentos por abrasivos. Com base neste
trabalho, nds utilizamos um abrasivo (carburundum) que causa ferimentos

superficiais nas folhas de plantas de arroz, a fim de possibilitar a entrada das
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moléculas de dsRNA de PDS e ferritina presentes em solugoes aplicada
sobre as plantas (Fig. 8). Foi utilizado um total de 36 plantas, sendo 18 plantas
de arroz com 30 dias de crescimento e 18 plantas com 60 dias para aplicagao
de dsRNA de PDS. Dentre estas, 12 plantas foram inoculadas acidos nucléicos
totais contendo dsRNA sintetizado in vivo, 12 foram inoculadas com dsRNA
produzido in vitro, seis com ssRNA produzido in vitro, duas com siRNAs, duas
com a solucdo na qual os dsRNAs foram diluidos e duas com vetor vazio.
Foram feitas inoculagdes com concentragdes de 3, 5 e 7 ug das solugbes de
dsRNA produzidos tanto in vivo quanto para in vitro. No caso de ssRNA e
siRNA foram inoculadas solugdes contendo 3 ug. O mesmo experimento foi
utilizado na aplicacdo de dsRNA e ssRNA de ferritina. Durante cinco semanas
apods a inoculacdo as plantas foram observadas e nao foram verificadas
diferengas visuais nas plantas inoculadas com dsRNA de PDS (Fig. 9).
Distintos métodos foram utilizados para o estudo e aplicacdo do
PTGS em plantas. Neste trabalho, foi usado o método de aplicacdo de dsRNA
por abrasivo, que havia se mostrado rapido e capaz de ser reproduzido em
larga escala, de acordo com os resultados obtidos por Tenllado et. al. (2003).
Neste estudo os autores obtiveram silenciamento de dois virus, por meio de
aspersao de extrado bruto de bactéria possuidora de dsRNA sobre folhas de N.
benthamiana que foram previamente feridas com abrasivo. No entanto, nossos
resultados diferiram dos obtidos no estudo citado. Com o uso do mesmo
método de inoculagdo, nao foi possivel silenciar o gene pds. As principais
diferengas entre o estudo citado e o presente trabalho sdo o gene alvo de

silenciamento e a espécie de planta utilizada. Enquanto Tenllado et al. (2003)
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tinham como alvo dois virus em uma dicotiledénea, no presente trabalho o
alvo do silenciamento foram genes endégenos em uma monocotiledénea. Uma
vez que virus tem replicagado independente, podendo gerar varias copias do
seu genoma o que facilitaria a iniciagdo e a propagacdo do sinal de
silenciamento. O gene PDS que é alvo neste trabalho tem cépia uUnica no
genoma do arroz o que poderia estar dificultando o inicio e a propagac¢ao do
sinal. Estas diferengas poderiam explicar a auséncia de silenciamento por

meio dos métodos utilizados no presente trabalho.

FIGURA 8. Planta de arroz submetida a inoculagao de dsRNA com uso de abrasivo. O material
abrasivo foi adicionado a solugdo contendo dsRNA de PDS produzido in vivo. A
solugdo de dsRNA foi aplicada em diferentes concentragdes (3, 5 e 7 ug) em
plantas com 30 e 60 dias de crescimento. Porto Alegre, RS, UFRGS/LFM, 2005
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FIGURA 9. Plantas de arroz apés inoculagao de dsRNA in vitro e in vivo com uso de abrasivos.
a) Plantas inoculadas com tampao de diluicdo (controle). b) Plantas inoculadas
com dsRNA de PDS produzido in vivo; c) Planta inoculada com ssRNA de PDS; c)
Planta inoculada com siRNA de PDS. Porto Alegre, RS, UFRGS/LFM, 2005.

Além da aplicacdo de dsRNA por meio de abrasivos, foi utilizado o
método de inoculagao por infiltragdo, demonstrado por Holzberg et al. (2002).
Os autores obtiveram silenciamento do gene pds através do uso de um virus
(BSMV) contendo um fragmento do gene de interesse, o qual foi infiltrado em
plantas de cevada. No presente trabalho, foram infiltradas solugbes contendo
dsRNA em 26 plantas, sendo 13 plantas de arroz com 30 dias de crescimento e
13 plantas com 60 dias para aplicagdao de dsRNA de PDS (Fig. 10a). Dentre
estas, oito plantas foram inoculadas acidos nucléicos totais contendo dsRNA
produzido in vivo, oito foram inoculadas com dsRNA produzido in vitro, quatro
com ssRNA produzido in vitro, duas com siRNA, duas com tampéao de diluigdo
e duas com vetor vazio. As concentragdes das solucdes utilizadas foram as
mesmas do experimento citado anteriormente. Também utilizado essa
metodologia de inoculagdo nao foram observadas alteragbes visuais nas

plantas (Fig. 10 b, c).
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FIGURA 10. Plantas de arroz apés infiltragao de solugdo contendo dsRNA de PDS in vitro e in
vivo. a) Plantas durante a infiltragédo; b) Planta de arroz 10 dias apds a infiltragdo
com dsRNA de PDS; c) Planta infiltrada com solugdo com tampao de diluicdo
(controle); d) Folha infiltrada com siRNA de PDS . Porto Alegre, RS, UFRGS/LFM,
2005.

A principal diferenga observada entre o presente trabalho e o estudo
de Holzberg et al. (2002) consiste no material indutor de silenciamento
infiltrado. Enquanto no estudo citado foi utilizado um vetor viral para
silenciamento do gene pds, no presente trabalho foram utilizadas solugdes
contendo dsRNA.

Pela dificuldade observada no uso dos métodos de silenciamento
através de aplicagdo de dsRNAs em monocotiledéneas, devido a arquitetura
das folhas, foi decidido avaliar a mesma técnica em uma espécie onde a
aplicagao é mais simples. Desta forma, utilizou-se N. benthamiana, a mesma
espécie utilizada por Tenllado et al. (2003), a fim de verificar se a auséncia de
silenciamento se deve a espécie utilizada (arroz), aos métodos de aplicagéo
(abrasivo ou infiltracdo) ou ao tipo de material utilizado para inoculagéo

(dsRNA).
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3.3.6 Inoculagao de dsRNA em Nicotiana benthamiana

Tendo em vista que nao houve silenciamento em arroz pelos dois
métodos de inoculacdo utilizados, foi testado dsRNA de arroz em N.
benthamiana. Primeiramente, foi avaliada a similaridade entre o gene pds de
arroz e de N. benthamiana, por meio de comparagao pelo programa BLAST.
Foi encontrada similaridade de 83% entre os genes pds das duas espécies. Foi
demonstrado por Holzberg et al. (2002) que 88 % de similaridade é suficiente
para obtencédo do silenciamento. Os autores utilizaram o gene pds de cevada
para silenciar o gene pds de arroz, milho e N. benthamiana, as quais
apresentavam 90, 88 e 74% de similaridade, respectivamente. O silenciamento
foi eficiente somente em plantas de arroz e milho.

Assim como realizado anteriormente, a inoculacdo de dsRNA de
PDS de arroz foi feita, por abrasao e infiltracdo, em um total de 12 plantas de
N. benthamiana com 40 dias de crescimento, sendo que quatro plantas foram
inoculadas com dsRNA, quatro com ssRNA, duas com tampéao de diluicdo e
duas com vetor vazio. Plantas foram inoculadas com dsRNA sintetizado in vivo
e in vitro. Da mesma forma, nao foram observadas diferencas fenotipicas entre
os tratamentos, apesar da similaridade de 83% entre os genes pds de N.
benthamiana e arroz.

A fim de descartar que a pequena diferenga estrututural do
fragmento de dsRNA de pds de arroz em relagdo ao pds de N. benthamiana
poderia impedir o silenciamento do gene pds de N. benthamiana foram
sintetizados oligonucleotideos a fim de amplificar o cDNA de pds desta

especie. O RNA de plantas de N. benthamiana foi extraido e submetido a RT-
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PCR, amplificando um fragmento de 157 pb (Fig. 11). Este foi ligado em
pLITMUS 38i e transformado em E. coli HT 115 (DE 3) As colonias foram
utilizadas para realizacdo de PCR para verificar a insercdo do fragmento de
interesse, com o uso de oligonucleotideos iniciadores PDS-Nb FOR e REV,
resultando em fragmentos de 157 pb para PDS (Fig.12). Por fim, os plasmideos
recombinantes foram sequenciados confirmando se tratar de cDNA do gene de

pds.

«=cDNA de PDS 157 pb

FIGURA 11. Produtos da amplificacdo do cDNA de N. benthamiana. Géis de agarose
demonstrando padrées de amplificacdo do mRNA N. benthamiana separados por
eletroforese. Produtos da RT-PCR, utilizando oligonucleotideos iniciadores PDS-
Nb For/Rev. 1 a 3 — cDNA de PDS de N. benthamiana (~157pb) ; 4 — Controle
negativo. Porto Alegre, RS, UFRGS/LFM, 2005.

12 3 4 5 6

Insercéo de PDS 157 pb

FIGURA 12. Produtos da amplificagdo de colénias transformadas com PDS de N. benthamiana.
Produtos da PCR de colbnias de E. coli HT115 (DE3) transformadas com PDS
N.benthamiana, utilizando oligonucleotideos iniciadores PDS-Nb FOR/REV. 1 a 3 e
5 — Colbnias recombinantes para PDS N.b.; 4 — Colénia ndo recombinante; 6 —
Controle negativo. Porto Alegre, RS, UFRGS/LFM, 2005.

Para testar as hipéteses levantadas anteriormente, reproduzimos o
experimento realizado por Tenllado et al. (2003), com a diferenga de que no
nosso caso foi utilizado dsRNA para o silenciamento de genes enddgenos.
Embora utilizando a mesma cultura e modo de aplicagdo de dsRNA, nao foi
possivel visualizar o silenciamento do gene pds. No método de inoculagao por
abrasivo, as plantas ndo apresentaram mudancas visuais, enquanto que no

z

método por infiltragdo, a regido infiltrada apresentou morte celular (Fig. 13). E
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possivel que o silenciamento ndo pdde ser verificado devido a morte
celular localizada no ponto de inoculagéo, ou porque néo houve a penetragao
dos dsRNA em células livres de danos.

A fim de verificar a alteracdo de pigmentagdo causada pelo
silenciamento do gene pds, foi utilizado um agente quimico, o herbicida
Clomazone, o qual inibe a enzima PDS, causando foto-branqueamento das
folhas, funcionando como um controle positivo neste trabalho. Foram aplicados
3 uM do produto em folhas de plantas de arroz (Fig. 14) e de N. benthamiana
(Fig. 15). Uma vez que a absorgéo do produto ocorre preferencialmente pelo
meristema apical da planta e, uma vez que sua translocagdo ocorre pelo
xilema, seguindo o fluxo da transpiragado, os sintomas de sua atividade em
plantas devera manifestar-se nos 6rgdos mais novos (Rodrigues & Almeida,
1998). Cinco dias ap6s a aplicagao do herbicida foi possivel observar a perda
na coloracdo das mesmas, apresentado um fendtipo visivel, o qual nao foi

observado nas plantas submetidas ao dsRNAs de PDS.

FIGURA 13. Plantas de N. benthamiana apés infiltragao de solugdo contendo dsRNA de PDS
de N. benthamiana in vitro. a) Planta durante a infiltracdo; b) Detalhe da folha da
planta aos 10 dias apds a infiltragdo com dsRNA de PDS; c) Detalhe da folha de
planta infiltrada com solugdo com tampéo de diluicdo (controle). Porto Alegre, RS,
UFRGS/LFM, 2005.



54

FIGURA 14 Tratamento com o herbicida Clomazone em arroz. Folhas de plantas de arroz
tratadas (a) com Clomazone e (b) nao-tratadas, cinco dias apds a aplicagdo do
produto. Porto Alegre, RS, UFRGS/LFM, 2005.

FIGURA 15.Tratamento com o herbicida Clomazone em N.benthamiana. Folhas de plantas de
N. benthamiana n&o-tratadas (a), (b, c) tratadas com Clomazone, cinco dias apds a
aplicacdo do produto, (d 1,3) Folhas em diferentes estagios de tratamento, (d2)
controle folha ndo tratada com herbicida Clomazone. Porto Alegre, RS,
UFRGS/LFM, 2005.
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Tenllado et al., em 2004, descreveram que a razao de terem
obtido silenciamento dos virus PMMoV e PPV, através de extrato bacterianos
contendo dsRNA aspergido em plantas de N. benthamiana, deve-se
possivelmente a entrada dos dsRNAs juntamente com particulas virais.
Winston et al em 2002, investigaram se o silenciamento gene especifico era
transmitido célula-a-célula, utilizando C. elegans mutantes para um gene que
codifica uma proteina transmembrana. Através desse estudo os autores
verificaram que o silenciamento nao foi transmitido entre as células. Os autores
relataram que para ocorrer silenciamento sistémico sdo necessarias proteinas
transmembrana, que exportam e importam o sinal RNAi ou que podem ser
necessarias para a endocitose do sinal de RNAIi, funcionando como um
receptor.

Quando tomados em conjunto, os resultados obtidos no presente
estudo e os relatos de outros estudos, pode-se concluir que existe a
necessidade de moléculas que facilitem a entrada e a disseminacdo dos

dsRNA para interior das células.



CAPITULO 1l

4 ADAPTAGAO DE VETORES PARA USO NO SILENCIAMENTO ESTAVEL
DO GENE CODIFICANTE DE FERRITINA

4.1 INTRODUGCAO

O conhecimento do mecanismo de silenciamento génico em nivel de
MRNA estimulou sua utilizagdo como uma ferramenta na genémica funcional.
Sua aplicagdo tem sido estudada extensivamente e aprimorada para facilitar a
investigacado de diferentes fenbmenos na biologia vegetal (Baulcombe, 2002;
Horiguchi, 2004).

O silenciamento em plantas pode ser induzido de diversas maneiras,
uma das mais utilizadas é a transformacao estavel através de vetores que
expressam dsRNA com repeti¢cdes invertidas, formando um RNA em forma de
grampo (hpRNA) (Vaucheret et al., 2001). Assim como ocorre com RNAs de
fita duplas (dsRNAs), os hpRNAs, apds serem introduzidos nas plantas, sao
degradados em fragmentos de aproximadamente 21 nucleotideos, conhecidos
como pequenos RNAs de interferéncia (siRNA). Esses fragmentos sé&o
incorporados no complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), guiando
o complexo na degradacdo dos mRNAs complementares ao siRNA de fita

simples ao qual esta associado (Waterhouse & Helliwell, 2001).
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Inicialmente, os estudos com silenciamento em plantas
utilizavam construgdes estaveis com fragmentos de genes na orientagdo senso
ou antisenso (Napoli et al., 1990). Entretanto, segundo Smith et al. (2000), a
inducdo do silenciamento pode ser mais eficiente com o uso de vetores que
expressam o fragmento do gene de interesse em ambas orientagdes, formando
o hpRNA.

O hpRNA é composto por um promotor e um terminador de plantas,
entre os quais estdo as sequéncias inversamente repetidas de um gene alvo,
separadas por uma regidao espagadora. O RNA transcrito a partir destes
vetores se auto-hibridiza para formar uma estrutura pareada em forma de
grampo, o qual possui uma “alga” de fita simples, codificada pela regido
espacgadora. Toda a repeticao invertida pareada € utilizada para geragéo de
siRNAs, mas pouco ou nenhum siRNA é gerado a partir da alga (Watson et al.,
2005). Como a regido espagadora € necessaria para estabilidade da
construcdo, mas nao esta envolvida na producdo de siRNAs, um intron é
frequentemente utilizado como fragmento espagador, especialmente porque
parece aumentar a eficiéncia do silenciamento (Smith et al., 2000.; Wesley et
al., 2001). Muitas construgcbes com hpRNAs tém sido utilizadas em
dicotiledoneas e expressas sob o controle do promotor 35S do Virus do
Mosaico da Couve-flor (CaMV). No entanto, promotores de expressao tecido-
especifica também tém sido efetivos na indugao do silenciamento (Stoutjesdijk
et al., 2002), como no caso de silenciamento em tecido floral de A. thaliana e
Brassica napus (Byzova et al., 2004 ). Em grande parte dos estudos com o uso

de hpRNAs, os fragmentos incorporados nesses vetores possuem entre 300 e
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800 nucleotideos, entretanto, fragmentos de 98 bases também tém se
mostrado eficientes no silenciamento (Wesley et al., 2001).

Vetores que codificam hpRNAs podem ser introduzidos por
transformacao estavel de plantas com transgenes que codificam hpRNAs ou
RNAs virais. Além disso, esse tipo de vetor pode ser também utilizado em
transformacdes transitorias por bombardeamento de particulas, por infiltracao
de plantas com A. tumefaciens contendo um plasmideo recombinante ou ainda
por infecgao da planta com um virus (Watson et al., 2005).

Uma grande variedade de genes, desde aqueles que codificam
fatores de transcricdo até enzimas biossintéticas, assim como sequéncias
virais, tém sido efetivamente silenciadas usando transgenes de hpRNA. Muitos
dos fendtipos obtidos com essas construgdes sido similares aqueles de
mutantes de inser¢cdo (Wesley et al.,, 2001). Miki & Shimamoto (2004)
utilizaram vetores semelhantes para transformacgdes estavel e transitéria em
arroz. A transformacéo estavel foi realizada com A. tumefaciens carregando um
vetor que codifica um hpRNA com repeticbes invertidas do gene pds. Ja, para
transformacao transitéria, foi utilizada uma variacdo do mesmo vetor, no qual
foram retiradas as sequéncias necessarias para transformagdo com A.
tumefaciens. O vetor foi entdo inserido em plantas de arroz por
bombardeamento de particulas para silenciamento da proteina GFP. Outro
estudo foi desenvolvido em 2004 por Ogita et al., no qual os autores
transformaram embrides somaticos de café por A. tumefaciens com vetores
que codificam hpRNAs com fragmentos de genes intermediarios da biossintese

de cafeina. Foi obtido silenciamento de até 100% em determinadas plantas.
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Uma vantagem da utilizacdo deste método de silenciamento
consiste no uso de vetores que codificam hpRNAs para a supressao da
atividade de familias génicas. Miki et al. (2005), por exemplo, construiram
vetores com repetigbes invertidas para silenciamento da familia de genes
OsRac. Para isso, utilizaram um vetor no qual foi inserida uma regido
codificadora altamente conservada dos genes OsRac 1 ou 5 para inibir a
expressdo de toda a familia génica. Os niveis de mRNA dos genes OsRac 1 e
5 foram quase que totalmente suprimidos nas plantas transformadas.

Em face do exposto o presente trabalho teve como objetivo a
construcdo de um vetor de silenciamento que codifica hpRNA para analise

funcional do gene codificante de ferritina em arroz.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material vegetal

Sementes de Oryza sativa dos cultivares EPAGRI 108 (tolerante a
altas concentragdes de ferro), e BR IRGA 409 (sensivel a altas concentragdes
de ferro) foram cedidas pelo Instituto Rio-grandense do Arroz (IRGA). As
mesmas foram germinadas em camara de crescimento no escuro sob
temperatura controlada de 28 °C. Apds a germinagéo, as plantulas formadas
foram transferidas para copos de plastico contendo substrato e colocadas em

casa de vegetagao com fotoperiodo de 12 h.

4.2.2 Extragcao de RNA

Folhas de plantas de arroz com 40 dias de crescimento foram
utilizadas para a extracdo de RNA total, segundo método de Bugos et al.

(1995) descrito no capitulo .

4.2.3 Amplificagcao dos cDNAs de Ferritina

O RNA total de plantas de arroz foi submetido a técnica de
transcricdo acoplada a reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR). Os
oligonucleotideos iniciadores foram gerados a partir dos oligonucleotideos
iniciadores Ferr-F e Ferr-R, nos quais foram introduzidos sitios para as enzimas
de restricdo Spe | e Asc | (SaFerr-F, 5 — TAA CTA GTG GCG CGC CGC TAT

GGA GTT GGC CTT G - 3’); e Avr Il e Sgf | (SaFerr-R, 5 — CCA AAG CAA
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AGA AGG TAG GGA TCC CGC TAG CGT A — 3’), para a orientagao da
insercao dos fragmentos. Primeiramente, foi realizado um processo de
transcricao reversa (RT) na reagao composta de 500 ng de RNA total, 320 uM
de cada dANTP, 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCI, 3 mM de MgCl,, 6,6 mM
ditiotreitol (DTT), 1,32 uM de oligonucleotideo iniciador reverso SaFerr-R e 6,4
U de enzima transcritase reversa M-MLV (Invitrogen), sendo incubada a 37 °C
por 1 h. Seguindo o procedimento, foi realizada a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) no termociclador PTC-100™ (MJ Research), contendo a o
volume total da reacédo de RT (5 uL), 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 25 mM KClI,
2 mM de MgCl;, 0,2 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
(Invitrogen), 1 U da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen). O volume total
das amostras foi de 25 uL. As condigbes da PCR para amplificagdo do cDNA
foi desnaturacdo inicial a 94 °C por 3 min; 35 ciclos constituidos de
desnaturacao a 94 °C por 30 s, anelamento a 65 °C por 30 s, extensao a 72 °C
por 2 min, seguido de uma extensao final a 72 °C por 5 min. Os produtos das
reagdes foram visualizados através da separagao por eletroforese em gel de
agarose 2% contendo tampao TBE, seguida da coloragédo em brometo de etidio
(0,5 ng.mL-1). Um padrao de DNA (1kb DNA Ladder Invitrogen) foi incluido em
cada gel. Os géis foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografados através
do sistema de fotodocumentagado computadorizado EDAS 120 (Kodak Sciences

2d).
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4.2.4 Insercao dos cDNAs
Os cDNAs de ferritina resultantes da amplificacdo com
oligonucleotideos iniciadores SaFerr-F e SaFerr-R foram ligados nas
orientagdes senso e antisenso no vetor pMCG 161, obtido da colegdo do
Centro de Recursos Bioldgicos de Arabidopsis (ABRC, Fig 1). Para isso, tanto

o inserto quanto o vetor passaram por duas etapas de insercao.

"y, UBlintron-promoter

% sSsU3

PMCG161
(14105 bp)

¥ canvass

Adhl intron
1E411)

RB
ocs 3 el gs4an)

Rice waxy-a infron

sqfl (5584
Spel (B804)

FIGURA 1 Vetor de silenciamento pMCG 161 adaptado de (http://www.chromdb.org/)

Na primeira etapa, para realizada a inser¢ao na orientacédo senso. O
cDNA de ferritina e o vetor pMCG 161 foram digeridos com as enzimas Avr Il e
Asc | (New england Biolabs). As reac¢des de digestdo (20 uL) foram compostas
por 20 ug de cDNA de ferritina ou 20 ug do vetor pMCG 161, 21 U das enzimas
Avr Il e Asc |, tampéo (50 mM de acetato de potassio, 20 mM tris-acetato, 10
mM acetato de magnésio, 1 mM DTT, pH 7,9), e incubadas por 3 h a 37 °C. Os
produtos das reagdes foram purificados pela adigdo de 10% de acetato de

amonio 7,5 M e 2,5 x o volume de etanol 100%. O material foi homogeneizado
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e precipitado a —20 °C por 1 h, seguido de centrifugagdo a 16.000 x g por
20 min (4 °C). O liquido sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado
com 1 mL de etanol 70%, sendo centrifugado a 16.000 x g por 5 min e
solubilizado em agua ultra pura.

Na segunda etapa, o vetor pMCG 161, contendo o fragmento na
orientacao senso foi preparado para receber o inserto na orientacdo antisenso.
As reacbes (20 ulL) de digestdo foram compostas por 20 ug de cDNA de
ferritina e 20 ug de vetor pMCG 161 possuidor do cDNA na orientagdo senso,
21 U das enzimas AsiS | e Spe |, tampao (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10
mM MgClI2, 1 mM DTT, pH 7,9), e incubadas por 3 h a 37 °C e por 20 min a
80 °C para inativacao das enzimas.

Os produtos das reagdes foram visualizados através da separagao
por eletroforese em gel de agarose 2% contendo tampao TBE, seguida da
coloragcdo em brometo de etidio (0,5 ug.mL-1). A concentragdo do material
digerido foi estimada com a utilizagdo de marcador de peso molecular A Hind llI
(Promega). Os géis foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografados como
descrito anteriormente.

As reacgbes de ligagdo (20 pulL) em ambas orientagdes foram
compostas de 15 ng de cDNA de ferritina, 100 ng do vetor pMCG 161, 1 U de
T4 DNA Ligase e tampao de ligagdo (25 mM de Tris-HCI, pH 7,6, 5 mM MgClI2,
0,5 mM DTT, 0,5 mM ATP, 25% polietilenoglicol 8000) e incubadas durante 18

ha 14 °C.
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4.2.5 Transformagao em Escherichia coli

Células eletrocompetentes de E. coli XL1-Blue foram preparadas
segundo manual Micro PulserTM (Bio-Rad), conforme instru¢des do fabricante.
As reagdes de ligacao (100 ng) foram misturadas com 40 uL de células
eletrocompetentes e transformadas por eletroporagédo (Micro Pulser™ Bio-Rad)
em cubetas de 0,1 cm, em uma voltagem de 1,8 kV. Em seguida, as células
foram ressuspensas em 1 mL de meio liquido Luria-Bertani (LB — 1% peptona,
0,5% extrato de levedura, 1% NaCl, pH 7,5) e mantidas a 37 °C a 250 rpm.
Apds 1 h, 200 uL de células bacterianas foram plaqueadas em meio LB

acrescido de cloranfenicol (25 ng.mL-1) e mantidas em estufa a 37 °C por 16 h.

4.2.6 Selecao de coldnias transformadas

As colbnias de E. coli XL1-Blue contendo o plasmideo recombinante,
foram repicada para placas contendo meio LB acrescido de cloranfenicol (25
ug.mL-1), para a confirmagao da clonagem e obtengcédo de maior quantidade de
material bacteriano.

Para confirmacéo da inser¢cao do fragmento do gene codificante de
ferritina senso e antisenso em pMCG 161, as coldnias obtidas foram
submetidas a uma reacdo de PCR com oligonucleotideos SaFerr-F e SaFerr-R.
Foi realizada a PCR (25 uL) contendo 0,2 mM de cada dNTP (dATP, dTTP,
dCTP, dGTP) (Invitrogen), 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 20 mM
Tris-HCI (pH 8,4), 25 mM KCI, 2,0 mM MgCI2, 0,4 uM de cada oligonucleotideo
e parte de cada colbnia de bactéria transformada, coletadas com a utilizacao

de ponteiras plasticas descartaveis. A PCR foi realizada no termociclador PTC-
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100™ (MJ Research), nas seguintes condi¢des: desnaturagao inicial a 94
°C por 3 min; 35 ciclos constituidos de desnaturagcdo a 94 °C por 30 s,
anelamento a 65 °C por 30 s, extensdo a 72 °C por 2 min, seguido de uma
extensao final a 72 °C por 5 min. Os produtos da reacédo foram visualizados
através da eletroforese em gel de agarose 1% contendo tampao TBE, seguida
da coloragdo em brometo de etidio (0,5 pg.mL-1). Um padrdo de DNA (1kb
DNA Ladder Invitrogen) foi incluido em cada gel. O gel foi fotografado como

descrito anteriormente.

4.2.7 Extracao de plasmideos recombinantes

A extracdo de plasmideos foi baseada na técnica descrita por
Brasileiro & Carneiro (1998). Trés colbnias foram transferidas para 3 mL de
meio LB liquido com adi¢cao de cloranfenicol (25 ug.mL-1), sob agitagao (250

rom) em torno de 16 h a 37 °C. A extragao seguiu como descrito no capitulo II.

4.2.8 Reacao de sequienciamento e analise de similaridade
das sequéncias

O sequenciamento e a analise de similaridade foram realizados
como descrito no capitulo Il. O oligonucleotideo iniciador utilizado no
sequenciamento foi SaFerr-Ver (CCA AAG CAA AGA AGG TAG GGA TCC

CGC TAG CGT A)
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma das formas de aplicagdo do silenciamento consiste na
utilizacdo de vetores que expressam dsRNA com repeticbes invertidas,
formando um hpRNA (Vaucheret et al., 2001). Esse tipo de vetor pode ser
utilizado para transformacao estavel ou transitoria.

No presente trabalho, foi utilizado o vetor pMCG 161, o qual possui
14.105 pb, um cassete de expressao sob a regulagado do promotor CaMV 35S,
um gene que confere resisténcia ao antibidtico cloranfenicol como agente
seletivo em bactéria e um gene que confere tolerancia ao herbicida glufosinato
de amoénio (Finale®) como agente seletivo em plantas. Este vetor apresenta
dois sitios de clivagem, cada um construido a fim de facilitar as insergbes nas
orientagdes do inserto senso e antisenso, possuindo uma sequéncia
interveniente (intron Rice Waxy-a), a qual facilita a formag&o do hpRNA.

Miki & Shimamoto (2004), obtiveram silenciamento do gene pds em
arroz com a utilizagdo de um vetor com caracteristicas semelhantes ao
utilizado no presente trabalho. Entretanto, no estudo citado, a sequéncia
interveniente utilizada foi um fragmento do gene gus, o qual forma uma
conexao entre as duas repeticoes invertidas. Outro estudo que demonstrou
sucesso com o uso de vetor similar foi o de Wang et al. (2005), também para
silenciamento do gene pds em A. thaliana. Além do gene pds, muitos outros
genes foram silenciados através de transformacéo estavel utilizando vetor que

codifica um hpRNA. Em uma revisdo de 2002, Waterhouse & Helliwelll
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relataram exemplos de genes enddgenos de plantas que foram silenciados
por hpRNA.

Com o objetivo de adaptar o vetor de silenciamento para analise da
funcdo do gene codificante de ferritina in vivo, foi utilizado um fragmento do
cDNA de ferritina de arroz. A proteina ferritina € encontrada em diversos
organismos, sendo responsavel por estocar e distribuir ferro nesses
organismos (Goto et al. 1998). A ferritina tem duas importantes fungdes em
plantas: estocar o ferro, elemento requerido por enzimas envolvidas na
fotossintese e outros processos respiratorios (Goto et al. 2000), e proteger as
células contra o estresse oxidativo causado pelo ferro livre (Briat et al. 1995).

Devido as caracteristicas da proteina ferritina, acredita-se que esta
possa estar ligada a tolerancia a alta concentracéo de ferro presente no solo
apresentada por alguns cultivares de arroz. A analise funcional deste gene
in vivo se torna necessaria, pois a toxidez por ferro causa grandes perdas na
produtividade no cultivo de arroz (SILVA, 2003).

Para adaptagdao do vetor pMCG 161, folhas de plantas de arroz
cultivadas em casa de vegetacao foram utilizadas para extragcdo de RNA total,
o qual foi submetido a RT-PCR para obtencdo dos cDNAs de ferritina. Foram
gerados produtos unicos de 290 pb (Fig. 2) conforme o esperado segundo a
localizag&o dos oligonucleotideos iniciadores na seqiéncia do cDNA.

1 2 3

cDNA ferritina 290 pb —bﬁ

FIGURA 2.Produtos da amplificagio do mRNA de Oryza sativa. Géis de agarose
demonstrando padrbes de amplificacdo do mRNA de O. sativa separados por
eletroforese. Produtos da reagdo de RT-PCR, utilizando oligonucleotideos
iniciadores SaFerr-F e SaFerr-R. 1 a 2 — cDNA de ferritina; 3 — controle negativo.
Porto Alegre, RS, UFRGS/LFM, 2005.
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Para a inser¢do na orientagdo senso, o produto da PCR e o
vetor foram digeridos com enzimas de restricdo Asc | e Avr Il. O fragmento foi
ligado no vetor pMCG 161 (Fig. 3) e o produto da reacgao foi utilizado para

transformacéao de células eletrocompetentes de E. coli XL1-Blue.

Asc |

= Fragmento senso

Avr 1l

= intron Rice waxy-a

AsiS |
Spel

FIGURA 3. Figura esquematica da inser¢do do cDNA do gene codificante de ferritina na
orientagdo senso. Adaptada de (http://www.chromdb.org/plasmids/fig2.jpg).

Para confirmar que as colénias recombinantes possuiam a insergéo
de interesse, foi realizada PCR das mesmas. De 70 colbnias, 15 foram
analisadas por PCR. Foram utilizados oligonucleotideos iniciadores (SaFerr-F e
SaFerr-R). Todas as coldnias analisadas continham a insergdo de interesse
(Fig. 4). Para confirmacdo do inserto do cDNA de ferritina no vetor de
silenciamento foi realizada uma reac&o de digestdo com as enzimas Asc | e
Spe |, baseadas no vetor (Fig. 5). Por fim, os plasmideos recombinantes foram

sequenciados confirmando se tratar de cDNA de ferritina.
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1 2 3 4 5

FIGURA 4. Produtos da amplificagao de colbnias transformadas. Produtos da PCR de colénias
de E. coli XL1-Blue transformadas compMCG 161 com fragmentos do gene
codificante de ferritina, utilizando oligonucleotideos iniciadores SaFerr For e SaFerr
1 a 4—- amplificagdo de fragmento do gene codificante de ferritina; 5 — Controle
negativo. Porto Alegre, RS, UFRGS/LFM, 2005

Ferritina senso 1470 pb ==

FIGURA 5. Produtos da reagdo de digestdo apds inser¢do cDNA na orientacdo senso.
Produtos da digestdo de plasmideos recombinantes para confirmacdo do
fragmento na orientagdo senso. Utilizando enzima de restricdo Asc | e Spe |,
gerando um fragmento, de 1470 pb, onde 290 pb corresponde ao cDNA de ferritina
e 1180 pb da seqiiéncia interveniente (intron). 1 a 3 — plasmideos recombinates
possuindo cDNA de ferritina; 4 — Controle com plasmideos vazio. Porto Alegre, RS,
UFRGS/LFM, 2005.

Para a insercdo na orientacdo antisenso, o produto da PCR e o
plasmideo recombinante foram digeridos com enzimas de restricdo AsiS | e
Spe I. O fragmento foi ligado no vetor (Fig.6) e o produto da reagao foi utilizado
para transformacao de células eletrocompetentes de E. coli XL1-Blue. Das 50
colbnias obtidas, 15 foram analisadas por PCR. Foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores (SaFerr-F -SaFerr-F), a fim de amplificar os dois
fragmento inseridos além da sequéncia interveniente. Entre as colbnias

analisadas oito apresentaram a inserg&o antisenso (Fig. 7).
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FIGURA 6. Figura esquematica demonstrando as insergbes dos cDNAs na orientagdo senso e
antisenso. Adaptada de (http://www.chromdb.org/plasmids/fig2.jpg).

<= Cassete de silenciamento 1760 pb

FIGURA 7. Produtos da amplificagao de coldnias transformadas. Produtos da PCR de colbnias
de E. coli XL1-Blue transformadas com pMCG 161 com fragmentos do gene
codificante de ferritina, utilizando oligonucleotideos iniciadores SaFerr FOR e
SaFerr FOR. 2, 4 e 6 — amplificagdo do fragmento do cassete de silenciamento,
contendo os cDNAs na orientagcdo senso e antisenso, além da seqiéncia

interveniente, amplificando (~1760 pb); 1 - controle negativo; 3 e 5 — plasmideos
nao recombinantes. Porto Alegre, RS, UFRGS/LFM, 2005.

Entretanto, até o momento n&o foram realizados ensaios em plantas
de arroz para testar a eficiéncia deste vetor. O aprimoramento das
metodologias de silenciamento em plantas, bem como métodos de
transformacao estavel mais eficientes, poderdo resultar em uma ferramenta
muito Util para a analise funcional em larga escala de genes de arroz. Como ja
tem sido demonstrado em A. thaliana, planta modelo na qual transformacbes
estaveis tém sido realizadas com sucesso por meio de transformacgao floral via

A. tumefaciens (Bent et al., 2000).



5 CONSIDERAGOES FINAIS

O método de sintese de dsRNA in vivo foi eficiente tanto quanto o
método de sintese in vitro, e apresenta vantagens em termos de custo e
produgao em larga escala

N&o foi possivel detectar silenciamento do gene pds em arroz e N.
benthamiana através de inoculagcdo por abrasivo ou infiltracdo de dsRNAs de
pds.

A auséncia de silenciamento ndo pode ser atribuida ao tipo de
molécula de dsRNA utilizada, longo ou siRNA, ou da espécie de planta.

Foi possivel adaptar o vetor de silenciamento pMCG 161, com
insertos na orientacdo senso e antisenso para futuro uso no silenciamento em

arroz.
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